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“Todas as verdades s@o simples de compreender

quando sdo descobertas; a questdo é descobri-las.”

Galileu
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Resumo

A Artrite Reumatoide (AR) é uma doenca autoimune, inflamatoéria cronica sistémica, de
etiologia desconhecida e esta associada a incapacidade progressiva, complicacoes sistémicas,
morte prematura e elevados custos socioecondmicos. O tratamento farmacologico da AR pode
ser realizado em monoterapia ou em combinacao e inclui o uso de anti-inflamatoérios nao-
esteroides, glucocorticoides e farmacos antirreumaticos modificadores da evolucdo da
doenca. Nas Ultimas décadas surgiram os farmacos biologicos e estes vieram revolucionar o
tratamento das doencas autoimunes, nomeadamente a AR. Este projeto de investigacao é
num estudo retrospetivo desde o ano de 2008, até ao presente ano e a amostra inicial todos
os doentes com AR, seguidos nas Consultas de Doencas Autoimunes da Unidade Local de Saude
da Guarda. Assim, o presente trabalho teve como objetivo analisar o impacto da terapéutica
com agentes bioldgicos no Disease Activity Score (DAS28) e em diferentes parametros
laboratoriais em doentes com AR. Procedeu-se a uma analise dos perfis de evolucdo da
doenca e das correlacoes entre o DAS28 e diferentes parametros laboratoriais. Os parametros
laboratoriais foram analisados no Laboratério de Analises Clinicas do Servico de Patologia
Clinica da Unidade Local de Salde da Guarda de acordo com as normas e critérios definidos
para a avaliacdo de cada parametro. Concluiu-se que a terapéutica convencional e a
terapéutica bioldgica apresentam uma eficacia semelhante, nomeadamente no que diz
respeito ao DAS28 e também a generalidade dos parametros laboratoriais avaliados. No
entanto, no que diz respeito a sintomatologia, o tratamento com farmacos bioldgicos conduz
a melhorias significativas, com um aumento global da qualidade de vida dos doentes. O
estudo da evolucdo do DAS28 e de parametros laboratoriais ao longo do tempo permitiu
observar a variabilidade interindividual existente nos doentes com AR, o que pressupde a
pratica de uma “medicina personalizada”. No que diz respeito a correlacdo entre parametros
observou-se que existe uma correlacao positiva entre o DAS28 e a velocidade de
sedimentacdo e uma correlacdao negativa entre o DAS28 e a hemoglobina nos grupos
analisados. Relativamente aos parametros imunologicos e a sua correlacdo com o DAS28, os
resultados sugerem que estes parametros nao apresentam capacidade de prognodstico da
doenca e monitorizacdo da terapéutica. Em suma, do ponto de vista dos parametros
laboratoriais e do DAS28 nao se observa um impacto significativo do tratamento com farmacos

bioldgicos.

Palavras-chave

Artrite Reumatoide, tratamento convencional, terapéutica com farmacos bioldgicos,

parametros hematoldgicos e imunologicos.
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Abstract

Rheumatoid Arthritis (RA) is a chronic systemic inflammatory autoimmune disease, with
unknown etiology and it is associated with progressive disability, systemic complications,
early death and high socioeconomic costs. Pharmacological treatment of RA can be performed
alone or in combination and includes the use of nonsteroidal anti-inflammatory drugs,
glucocorticoids and disease-modifying antirheumatic drugs. In the latest decades, biological
drugs have emerged and these drugs have revolutionized the treatment of autoimmune
diseases, particular RA. This research project was a retrospective study from the year 2008
until the present year and the initial sample have included all RA patients, followed in
Consultas de Doencas Autoimunes da Unidade Local de Saiude da Guarda. Therefore, the
present study aimed to analyze the impact of therapy with biological agents in the Disease
Activity Score (DAS28) and in different laboratory parameters in patients with RA.
Additionally we performed an analysis of the profiles of the disease and correlations between
DAS28 and various laboratory parameters. Laboratory parameters were analyzed in the
Laboratdrio de Analises Clinicas do Servico de Patologia Clinica da Unidade Local de Salde da
Guarda according to the standards and criteria for the evaluation of each parameter. We
concluded that conventional therapy and biological therapy have similar efficacy, particularly
with regard to the DAS28 and also to most of the laboratory parameters. However, with
regard to the physical symptoms of RA, treatment with biological agents leads to significant
improvement, with an overall increase in the quality of life of patients. The detailed study of
the evolution of the DAS28 and laboratory parameters showed the interindividual variability in
patients with RA, which requires the commission of a "personalized medicine”. With regard to
the correlation between the parameters, we observed that there is a positive correlation
between the DAS28 and sedimentation and a negative correlation between the DAS28 and
haemoglobin in the control group and study group, respectively. Regarding the immunological
parameters and their correlation with DAS28, the results suggest that these parameters do
not have the ability to prognosis and monitoring of therapy. In summary, from the viewpoint
of laboratory parameters and DAS28 there is not observed a significant impact of the
treatment with biological agents. However, there is a growing need for finding a predictive

biomarker which allows to efficient monitoring of the therapy.

Keywords

Rheumatoid Arthritis, conventional therapy, biological therapy, haematological and

immunological parameters.
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. Introducao

As doencas reumaticas constituem um grupo com mais de uma centena de patologias, com
varios subtipos, que se podem definir como doencas e alteracdes funcionais do sistema
musculo-esquelético de causa nao traumatica e incluem as doencas inflamatorias (do sistema
musculo-esquelético, do tecido conjuntivo e dos vasos), as doencas degenerativas (das
articulagbes periféricas e da coluna), as doencas metabdlicas (6sseas e articulares), as
alteracoes dos tecidos moles periarticulares e as doencas de outros orgaos e/ou sistemas
relacionadas com as anteriores. Estas patologias podem ser agudas, recorrentes ou crénicas,
atingem individuos de todas as idades, sdao causa frequente de incapacidade e, quando nao
diagnosticadas ou tratadas atempada e corretamente, podem ocasionar graves e

desnecessarias repercussoes fisicas, psicoldgicas, familiares, sociais e econémicas .

As doencas inflamatdrias reumaticas sdo geralmente patologias multifatoriais, e a
complexidade dos processos patogénicos subjacentes a este tipo de doencas torna dificil o seu
diagndstico e respetivo tratamento 2. Estas patologias sdo, nos paises desenvolvidos, o grupo
de doencas mais prevalente e constituem uma das principais causas de dor e incapacidade,

tanto temporaria como permanente .

1. Sistema esquelético - Articulacées Sinoviais

Uma das funcdes do sistema esquelético é permitir o movimento do corpo. O componente
mais importante do movimento sao as articulacoes. As articulacées podem ser descritas como
conexdes existentes entre dois ou mais 0ssos e podem ser classificadas de acordo com a sua

estrutura ou de acordo com a sua funcéo **“.

As articulacées do corpo sdo agrupadas de acordo com a sua estrutura em trés principais
categorias: articulacoes fibrosas, articulacées cartilaginosas e articulacdes sinoviais. Nas
articulacoes fibrosas, os ossos articulados sao mantidos juntos por um tecido conjuntivo
fibroso e ndo tém cavidades articulares. Nas articulacées cartilaginosas, os ossos articulados
sdo mantidos juntos por cartilagem e também n&do apresentam cavidades articulares. Nas
articulacoes sinoviais, os ossos articulados sao limitados com cartilagem e os ligamentos,
frequentemente, fornecem-lhes suporte. Essas articulacdes sao distinguidas por apresentarem

cavidades articulares preenchidas com liquido **.

A classificacao funcional das articulacoes € baseada no grau de movimento permitido dentro

da articulacdo. Usando este tipo de classificacdo, os trés tipos de articulacoes sao sinartroses,
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que sao articulacdoes imdveis, anfiartroses, que sao articulacoes ligeiramente moveis e

diartroses, que sdo articulacdes livremente méveis >,

Consensualmente, a classificacdo mais utilizada para denominar e descrever as articulacoes é
a classificacao estrutural. As articulacoes sinoviais sao as mais complexas e variadas dos trés
principais tipos de articulacbes. A funcao das articulacdes sinoviais € proporcionar uma vasta
gama de movimentos precisos e suaves, a0 mesmo tempo que mantem a estabilidade, a
forca, e, em certos aspetos, a rigidez das articulagées do corpo. Existem varios tipos de

articulacdes sinoviais e classificam-se de acordo com as suas superficies articulares **.

1.1. Anatomia

Como ja foi referido, as articulacdes sinoviais sdao as articulacdes mais complexas e a sua

estrutura é apresentada na figura 1.
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Figura 1. Estrutura da articulacdo sinovial do joelho, vista longitudinal (Adaptado de “Human
anatomy”, 2001 %).

As superficies articulares dos ossos com articulacdes sinoviais estdo cobertas por uma fina
camada de cartilagem hialina que se chama cartilagem articular e que constitui uma
superficie lisa onde os ossos entram em contacto. Diversas articulacdes sinoviais tém ainda
meniscos (discos articulares), que sdo estruturas fibrocartilagineas que proporcionam forca e

resisténcia adicionais a articulacdo e aumentam a profundidade da cavidade articular **.

As superficies articulares dos ossos que se encontram numa articulacdo sinovial estao
encerradas numa cavidade articular, rodeada por uma capsula articular que ajuda a manter

0s 0ssos unidos, a0 mesmo tempo que permite o movimento >*.

A capsula articular é constituida por duas camadas, uma capsula fibrosa exterior e uma
membrana sinovial interior. A capsula fibrosa é constituida por tecido conjuntivo denso e

heterogéneo e esta na continuidade da camada fibrosa do periosteo que cobre os 0ssos que
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constituem a articulacdo. Ha porcoes da capsula fibrosa que podem espessar-se, de modo a
formar filamentos. Pode haver também no exterior desta capsula ligamentos e tenddes que
contribuem para fortalecer e estabilizar a articulacdo, ao mesmo tempo que limitam o

movimento em algumas direcdes >*.

A membrana sinovial reveste a cavidade articular, exceto a cartilagem articular. E uma
membrana fina e delicada que consiste num conjunto de células de tecido conjuntivo
modificado, intercaladas em partes da capsula fibrosa ou separadas dela por uma camada de
tecido areolar ou adiposo. A membrana produz liquido sinovial que consiste num filtrado do

soro sanguineo e secrecdes das células sinoviais **

1.2. Histologia

A membrana sinovial tem uma camada de revestimento que consiste em células especiais
denominadas sinovidcitos e normalmente forma uma camada com uma espessura de uma a

trés células, como é esquematicamente ilustrado na figura 2.
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Figura 2. Histologia de uma articulacao sinovial normal (Adaptado de “The musculoskeletal system -
Basic Science and Clinical Conditions” °).

N&o existe uma membrana basal que separa a camada de sinoviocitos da camada subintima.
Existem pelo menos dois tipos diferentes destas células, o tipo A e o tipo B. As células do tipo
A derivam da linhagem de macrofagos da medula dssea e as células do tipo B sdao células
mesenquimais semelhantes a fibroblastos e sao por isso denominadas, respetivamente, como
sinoviocitos tipo-macrofago e sinoviocitos tipo-fibroblasto. Outros tipos de células nesta
camada incluem as células dendriticas (DCs). Os sinoviocitos encontram-se no estroma,
composto de fibrilas de colagénio e proteoglicanos (PG), que é continuo com a camada

subintima. Esta Gltima pode ser fibrosa, constituida por gordura °

As articulacoes sinoviais contém uma rede densa de capilares fenestrados, que facilitam a
troca de moléculas entre a circulacdo e a membrana sinovial. Os vasos sao derivados de ramos

do plexo arterial que fornece a capsula articular e as articulacoes osseas. Existe ainda um
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fornecimento linfatico, que é um sistema vascular envolvido na remocdo de grandes

moléculas a partir da membrana sinovial °.

1.3. Fisiologia

0 liquido sinovial € uma mistura complexa de polissacaridos, proteinas, lipidos e células. O
principal polissacarido € o acido hialuronico, que contribui em grande parte para a
consisténcia viscosa e para as qualidades lubrificantes do liquido sinovial. Este liquido forma

uma importante camada fina lubrificante que cobre as superficies das articulacées **.

Em certas articulacdes sinoviais, a membrana sinovial pode estender-se como uma bolsa ou
saco denominado bolsa sinovial, afastando-se do resto da cavidade articular. As bolsas contém
liquido sinovial e constituem almofadas cheias de liquido entre estruturas que, de outro
modo, ao movimentarem-se umas sobre as outras, como tendoes a deslizar sobre o0ssos ou

sobre outros tenddes, provocariam atrito e dor **.

Na margem periférica da cavidade articular, os vasos sanguineos formam uma rede vascular
que nutre a cartilagem, mas os vasos sanguineos ndo penetram na cartilagem nem entram na
cavidade articular. A cartilagem articular recebe ainda nutrientes a partir do osso esponjoso
subjacente e do liquido sinovial que a recobre. Os nervos sensitivos entram na capsula fibrosa
e, em menor extensdao, na membrana sinovial. Estes nervos nao se limitam apenas a
transmitir ao encéfalo informacao sobre a dor articular, mas fornecem também informacao
permanente sobre a posicao e o grau de movimento articular. Os nervos ndao entram nem na

cartilagem, nem na cavidade articular **.

1.4. Composicao da matriz extracelular articular

A cartilagem articular (CA) é do tipo hialino, revelando a observacdo macroscopica uma
superficie lisa, deslizante e esbranquicada variavel em transparéncia e topograficamente,
sendo desprovida de vasos sanguineos e linfaticos, bem como de nervos. Este componente
altamente especializado das articulacées sinoviais apresenta um elevado nivel de organizacao
celular, complementado por uma matriz consideravelmente estruturada de forma similar, o

que permite cumprir as suas funcdes eficazmente .

A CA é constituida pelos condrocitos, que ocupam cerca de 1% a 10% do peso hidratado, e a
matriz extracelular envolvente, de aspeto homogéneo e translicido, formada essencialmente
por duas fases: a matriz organica solida, por sua vez composta por trés classes principais de
constituintes colagénio, PG e glicosaminoglicanos (GAG), e proteinas nao colagénias

(glicoproteinas); e uma fase fluida intersticial movel que corresponde maioritariamente a

agua. O conteido em agua é bastante elevado, variando entre 60% a 80% do peso total, e é
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geralmente superior junto a superficie articular. O material sélido corresponde a cerca de
20% a 30% do peso hidratado ©.

O colagénio constitui 50 a 60% do peso seco da cartilagem (15 a 22% do peso hidratado) e,
consequentemente, é a macromolécula mais abundante na CA 7. O seu conteido nao é
uniforme, sendo substancialmente mais elevado nas camadas superficiais (80%), decrescendo
até a zona profunda (65%). O colagénio do tipo Il, sendo o colagénio especifico do tecido
cartilagineo, € o mais abundante, correspondendo a 75% do colagénio total na cartilagem
fetal e a mais de 90% no adulto ®'°. Encontra-se na CA sob a forma de finas fibrilas dispersas
pela substancia fundamental, formando uma rede que serve como um esqueleto organizador,
auxiliando a manutencao da integridade estrutural da CA. As fibras de colagénio resistem
sobretudo as forcas de tensdao, que se exercem paralelamente a superficie cartilaginea,

gracas a sua notavel resisténcia ténsil °.

Os PG da CA correspondem a cerca de 4 a 7% do peso hidratado e pertencem a uma familia de
moléculas com grande variabilidade em tamanho e composicao. Os PG da matriz cartilaginea
dividem-se em dois tipos principais: grandes PG nao agregados (10 a 40%) e grandes PG
agregados (50 a 85%), assumindo niveis de organizacéo distintos '°. Os primeiros sob a forma
de sub-unidades e os segundos associando-se ao acido hialurénico (AH), o qual cumpre um

papel chave a nivel bioquimico e fisiolégico .

2. Artrite Reumatoide

A Artrite Reumatoide (AR) é uma doenca autoimune, inflamatoéria cronica sistémica, de
etiologia desconhecida e esta associada com incapacidade progressiva, complicacoes

sistémicas, morte prematura e elevados custos socioeconémicos 2.

Esta patologia caracteriza-se por edema da membrana sinovial, danos na cartilagem e no 0sso
em torno das articulacbes, levando a destruicdo da articulacdo e apresenta também
caracteristicas sistémicas, incluindo distUrbios cardiovasculares, pulmonares, psicologicos e

3. As articulacdes vulgarmente afetadas sdo as articulaces interfalangianas

esqueléticos
proximais, as articulacées metacarpofalangianas, as articulacées dos punhos, cotovelos, da

coluna cervical e articulacdes dos pés, joelhos e tornozelos ™.

A gravidade da doenca, a evolucéo clinica e respostas individuais ao tratamento sdo muito
variaveis. Os sintomas na AR podem desenvolver-se em dias ou evoluir ao longo de muitas
semanas ou meses '°. Varios padrdes distintos de doenca articular sao reconhecidos, incluindo
predominantemente artropatia pequena ou média, predominantemente artropatia grande,
flitting ou ataques transitorios de dor nas articulacdes (reumatismo palindromo) e dor e
rigidez das cinturas pélvica e do ombro (polimialgia). A dor e a incapacidade na AR precoce

estdo relacionadas com a gravidade da doenca e medidas de sofrimento psicoldgico .
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A progressdao da doenca pode ser muito rapida ou pontuada por remissdes parciais ou

completas de intervalos variaveis e imprevisiveis ™.

2.1. Epidemiologia

A AR apresenta uma prevaléncia entre 0,5% e 1% da populacdo, com trés vezes mais
prevaléncia nas mulheres do que nos homens e desenvolve-se entre os 40 anos e 70 anos. A
prevaléncia da doenca aos 65 anos de idade é seis vezes maior que aos 25 anos de idade.
Estimativas da Inglaterra e Pais de Gales mostram uma incidéncia anual de 31 por 100.000
mulheres e 13 por 100.000 homens, sugerindo um declinio nas Ultimas décadas, e uma

prevaléncia de 1,2% em mulheres e 0,4% nos homens "/.

A prevaléncia de AR em Portugal foi estimada entre 0,5 e 1% em 2001 e a incidéncia varia

entre 2 a 4 casos por 10.000 pessoas em cada ano "%,

2.2, Diagnoéstico

O diagndstico da AR é muitas vezes dificil, devido a um amplo espectro de apresentacdes,
mudancas progressivas no curso da doenca ao longo do tempo, e, talvez mais importante, a
auséncia de um gold standard ou de parametros laboratoriais clinicos para definir a patologia.
Varias tentativas de criacdo de critérios de classificacdo da AR tém sido realizadas, no
entanto, houve limitacGes significativas na aplicacdo desses critérios para a definicdo clinica

da patologia *°.

Os critérios de classificacdo para a AR foram propostos pela primeira vez em 1956, e, foram

8 202! Como

aprovados e publicados pela Associacao Americana de Reumatismo (ARA) em 195
os critérios de 1958 incluiam uma série de caracteristicas histologicas que ndo eram aplicaveis
na pratica clinica, este dominio foi posteriormente excluido, tornando, assim, os critérios
mais aplicaveis para uso em estudos epidemiologicos. Enquanto os critérios de 1958
separavam os doentes em AR possivel, AR provavel, AR definitiva, e AR classica, a revisao,
conhecida como os Critérios de Nova York, efetuada em 1967, foi pouco aceite devido a

auséncia de um cut-point definido para o diagnostico definitivo de AR 2%,

O proximo conjunto de critérios foi inicialmente criado por uma comissdo da ARA, agora
conhecida como Colégio Americano de Reumatologia (ACR), e desenvolvido por um grupo de
lideres no campo de doencas reumaticas, em 1987 2 No entanto, tornou-se imediatamente
evidente que estes critérios apresentavam limitacoes significativas em relacdo a sensibilidade

e especificidade do diagnéstico *.

Entao, em 2010, a ACR e a Liga Europeia Contra o Reumatismo (EULAR - European League
Against Rheumatism) propuseram uma nova abordagem de classificacao da AR, reforcando a

importancia do diagndstico precoce para permitir uma intervencao terapéutica atempada e
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% Deste modo, quatro critérios

prevenir ou minimizar a ocorréncia de complicacoes
adicionais foram identificados como essenciais para a classificacdo da doenca: tipo e nUmero
de articulacdes afetadas, marcadores serolégicos como o fator reumatoide (FR) e anticorpos
anti-péptido citrulinado ciclico (anti-CCP), marcadores da resposta de fase aguda como a

velocidade de sedimentacéo (VS) e proteina C reativa (CRP) e duracéo dos sintomas '*>>%,

Deste modo, este novo sistema de classificacdo dos critérios ACR/EULAR, similar aos critérios
anteriores, inclui quatro dominios, a duracao dos sintomas, o nimero e o tipo de articulacoes
envolvidas e biomarcadores laboratoriais de inflamacéo e autoimunidade . A classificacdo
da AR da ACR/EULAR ¢ apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Critérios de Classificacio da ACR/EULAR para a AR (Adaptado de Sokolove et al., 2010 %°).

Joint Involvement Serology Duration Acute Phase

Reactants
1 Large joint Negative RF and CCP Less than 6 weeks Abnormal ESR or
(0 points) (0 points) (0 points) C.RP
(1 point)
2-10 Large joints Low titer positive CCP or RF 6 or more weeks
(1 point) (2 points) (1 point)
1-3 small joints High titer CCP or RF
(2 points) (3 points)
4-10 small joints
(3 points)

More than 10 joints (with
at least one small joint)
(5 points)
Total Possible Points

5 3 1 1

Patients receive the highest point level for each domain: 6 points is defined as definite RA, though
those with lower scores may obtain more points with time and subsequently be defined as having RA.

Embora os novos critérios possam ser adequados para o diagndstico da AR estabelecida, estes
foram desenvolvidos para o diagnostico precoce da doenca, antes da imagiologia comum
poder revelar sinovite, erosdes nas articulacbes e outras alteracdes radiologicas tipicas da

doenca *.

O ACR desenvolveu também um instrumento de avaliacdo objetiva da atividade da AR, o
Disease Activity Score (DAS28), baseado no nimero de articulacées afetadas (num total de
28), no valor da VS (ou CRP) e no grau de comprometimento causado pela doenca 2. Os

critérios da EULAR definem a atividade da doenca através do calculo do DAS28. Assim:

o DAS28 < 2,6 - remissao da doenca;
e 2,6 < DAS28 < 3,2 - atividade baixa da doenca;
e 3,2 < DAS28 < 5,1 - atividade moderada da doenca;

o DAS28 > 5,1 - atividade elevada da doenca.
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Em 1978, James Fries e os seus colaboradores desenvolveram o Health Assessment
Questionnaire (HAQ), que avalia a incapacidade fisica com base em 20 questdes sobre as

atividades basicas da vida diaria do doente 2°%'.

2.2.1 Caracteristicas clinicas

Como ja foi referido, o diagnostico diferencial da AR requer diferentes tipos de avaliacdes,
seja a realizacdo de questionarios ao doente ou a realizacdo de testes com relevancia
cientifica, como testes laboratoriais ou exames radiologicos. O conhecimento do historial
clinico e a avaliagao fisica e psicologica do doente sdo importantes parametros para o

diagnostico e a monotorizacdo da AR 2,

Ao nivel dos testes cientificos e laboratoriais revela-se importante a realizacdo de

radiografias, a pesquisa de marcadores e auto-anticorpos **3

As alteracdes a nivel do hemograma sédo variaveis. No entanto, a contagem de plaquetas esta

geralmente aumentada e a contagem de leucdcitos pode também estar **.

A AR é uma doenca que se caracteriza por manifestacoes extra-articulares, consequéncia da

33, Entre estas manifestacdes sistémicas,

inflamacao sistémica que ocorre nesta patologia
salienta-se a anemia. No geral, a anemia na AR é classificada como anemia de doenca croénica
(ACD) e é uma anemia normocitica e normocromica ***¢. A ACD é considerada a causa mais
frequente de anemia na AR, no entanto, alguns doentes desenvolvem anemia por deficiéncia
de ferro, ou seja, anemia microcitica **¢. Em varios estudos transversais, a prevaléncia de

ACD em doentes com AR foi estimada entre 30% e 70% 3.

Geralmente, a anemia desenvolve-se lentamente, durante o primeiro més de doenca e
observou-se uma associacdo entre esta e um maior grau de atividade da doenca ***°. A ACD
caracteriza-se pela diminuicao do ferro plasmatico, diminuicdo da capacidade de ligacao de
ferro total, diminuicao da saturacao da transferrina, diminuicdo dos sideroblastos na medula

dssea e niveis de ferro reticuloendoteliais normais ou aumentados .

A ACD é conduzida imunologicamente, isto é, as citocinas e as células do sistema
reticuloendotelial induzem alteracdées na homeostase do ferro, na proliferacdo de células
progenitoras eritroides, na producao de eritropoietina, e no tempo de vida dos eritrocitos, o

que contribui para a patogénese da anemia *.

Na pesquisa de marcadores inflamatdrios torna-se relevante a avaliacao da VS e da CRP para
monitorizar a progressao da doenca. Estes biomarcadores encontram-se geralmente
aumentados **. No entanto, estes marcadores de inflamacao apresentam sérias limitacdes
no que diz respeito ao diagndstico da AR, em primeiro lugar porque sao marcadores genéricos
da inflamacao. Além disso, varios estudos revelaram que cerca de 40 % dos doentes com AR,

apresentam valores normais de VS e CRP “**. Uma limitacdo adicional é que, enquanto uma
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diminuicao da VS e CRP é vista com melhoria clinica em grupos de doentes, estes parametros

tendem a ser estaveis em muitos doentes, mesmo com melhoria clinica *.

Também a avaliacdo da funcdo renal e hepatica deve ser efetuada na monotorizacdo da AR,

nomeadamente para a prescricio de um tratamento ****,

2.2.2 Auto-anticorpos

Nos testes laboratoriais na AR é carateristica a positividade de alguns auto-anticorpos.

O primeiro anticorpo associado & AR foi o FR, descoberto em 1940 por Waaler . Os FRs sdo
uma familia de auto-anticorpos dirigidos contra a porcao Fc da IgG e sdo produzidos
localmente na AR pelas células B presentes em foliculos linfoides e em estruturas do centro
germinal, que se desenvolvem na membrana sinovial inflamada “*“*°. O FR IgM é o anticorpo
mais importante do FR na doenca e sao detetadas em 60 a 80% dos doentes 0 No entanto, o
FR tem sido observado em outras doencas autoimunes, tais como, lUpus eritematoso
sistémico, doenca mista do tecido conjuntivo e sindrome de Sjogren primario, bem como em
condicbes nao autoimunes, tais como em infecdes cronicas e no envelhecimento, o que leva a
que a especificidade deste teste seja relativamente baixa **°'.

Em 1964, Nienhuis e Mandema descreveram um auto-anticorpo, especifico da AR, que
denominaram como anticorpo anti-fator perinuclear (APF). Estes anticorpos reagem com
granulos de querato-hialina, dispersos em torno da regiado perinuclear das células epiteliais da

l %2, Os anticorpos APF estavam presentes até 90% dos doentes com AR

mucosa buca
estabelecida, com uma especificidade de 73 a 99% >*. Em 1979, Young e os seus colaboradores
descreveram outro auto-anticorpo, especifico da AR, anticorpo anti-queratina (AKA). Estes
anticorpos foram detetados em crio-secdes de esdfago de rato **. A sensibilidade do ensaio
em doentes com AR era de 36 a 59% e a especificidade de 88 a 99% . Apesar da alta
especificidade destes auto-anticorpos para a AR, estes testes nao foram amplamente

utilizados pela dificuldade de padronizacéo *°.

Em 1995, Sebbag e os seus colegas demonstraram que ambos os anticorpos acima descritos
pertencem a uma familia de auto-anticorpos dirigidos contra a filagrina citrulinada, uma
proteina de células epiteliais *. Estes anticorpos foram denominados como anticorpos anti-
proteinas citrulinadas (ACPA). Embora a filagrina ndo esteja presente na membrana sinovial,
varias proteinas citrulinadas, incluindo o fibrinogénio e a fibronectina, estao presentes nesta

estrutura e outros epitopos citrulinados foram identificadas como alvos de anticorpos >,

Os ACPA podem reconhecer o aminoacido nao classico citrulina, incorporado na estrutura de

%61 A citrulina é um aminoacido nao-codificado, gerado por uma modificacéo

uma proteina
pos-traducdo de proteinas, mediada pela enzima deiminase peptidil-arginina (PAD) 2. Este

processo ocorre naturalmente durante uma variedade de processos bioldgicos, incluindo a
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inflamacao e a apoptose ®. Os ACPAs sdo encontrados em 70 a 90% dos doentes com AR e tém

uma especificidade elevada para a doenca (90 a 95%) 4.

A descoberta de uma reacdo de citrulinizacdo de origem imunologica, especifica na AR, deu

uma contribuicao substancial na abordagem do diagnéstico desta patologia.

Em 1998, Schellekens e colaboradores produziram péptidos sintéticos citrulinados lineares,
derivados de filagrina humana, facilmente detetados por ELISA com maior sensibilidade e sem
perda de especificidade *°. Para melhorar a composicao dos antigénios e o reconhecimento do
anticorpo, foi desenvolvido um péptido citrulinado ciclico . Devido ao facto deste ensaio
usar um péptido citrulinado ciclico, derivado da filagrina (como antigeno), o anticorpo
especifico tornou-se conhecido como o anticorpo anti-CCP . Os anticorpos anti-CCP sdo
encontrados em 60 a 88% dos doentes com AR, dependendo das caracteristicas da populacao,
e este teste apresenta uma especificidade muito elevada, cerca de 96 a 99% "%, Varios
estudos tém demonstrado que os anticorpos anti-CCP ndo sao apenas altamente especificos,
mas também tém alto valor preditivo para a progressao erosiva da doenca e apresentam,

portanto, valor de prognéstico ¢.

Existe outra classe de ACPA, os anticorpos anti-SA e foram inicialmente identificados como
auto-anticorpos que reconheciam uma proteina de 50 kDa no baco humano e em extratos de
placenta, denominada como antigénio SA. O alvo destes anticorpos foi mais tarde identificado
como sendo a vimentina citrulinada "°. Os anticorpos anti-SA sdo detetados em 31 a 43% dos
doentes com AR, com uma especificidade muito elevada (> 98%) '"3. Além disso, os
anticorpos anti-SA tém alto valor preditivo para a AR, cerca de 84 a 99%, e estdo intimamente

associados a manifestacdes extra-articulares e ao comprometimento articular grave .

Na sequéncia da observacdo que ocorre uma reacao de citrulinizacao na AR, foram efetuados
estudos no sentido de identificar novos alvos antigénicos, a semelhanca do que ocorreu com
os anticorpos anti-CCP. Assim, foi desenvolvido um neo-antigénio, a partir da mutacdo da
vimentina citrulinada, a vimentina mutada citrulinada. Varios estudos demonstraram que
tanto a citrulinizacdo como a mutacdo podem ter influéncia na antigenicidade da vimentina.
Estudos demonstraram que os anticorpos anti-vimentina mutada citrulina (anti-MCV) tém uma
especificidade semelhante a dos anticorpos anti-CCP, e uma sensibilidade de 82%. Existem
dados que suportam que os anticorpos anti-MCV sdo importantes para o diagndstico e

progndstico das erosdes articulares na AR 747,

Em contraste com a maioria das outras doencas autoimunes sistémicas, os antigénios
nucleares ndo formam estruturas alvo comuns na AR. Assim, a incidéncia de anticorpos anti-
nucleares (ANA), detetada por imunofluorescéncia indireta, é apenas 20 a 30%, e os
anticorpos sao geralmente dirigidos contra antigénios que também sao especificas de outras

doencas, e, portanto, sdo de pouca ou nenhuma relevancia para fins de diagnostico.
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2.3. Etiologia

Como ja foi referido, a origem da AR permanece desconhecida. No entanto, existem fatores
de risco para a AR e estes compreendem uma combinacao de fatores genéticos, ambientais, e
estatisticos. As contribuicdes relativas de fatores genéticos podem ser estimadas para a AR,
no entanto, é mais dificil separar as contribuicées dos fatores estocasticos e ambientais ">,

As contribuices genéticas e ambientais sdo mostradas na figura 3.
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Figura 3. Etapas para o desenvolvimento da AR (Adaptado de Mcinnes & Schett., 2011 %).

As interacdes gene-ambiente promovem a perda de tolerancia a proteinas do proprio que contém um
residuo de citrulina, o qual é gerado por modificacdo pos-traducao. Esta resposta anti-citrullina pode
ser detetada em células T e em células B e é provavelmente iniciada em tecidos linfoides secundarios ou
na medula 6ssea. Depois disso, a localizacao da resposta inflamatoria ocorre na articulacdo em virtude
de mecanismos pouco conhecidos, que provavelmente envolvem mecanismos microvasculares,
neurologicos, biomecanicos, ou outros. A sinovite é iniciada e perpetuada por ciclos de feedback

positivo e, por sua vez promove alteracdes sistémicas que constituem o sindrome da AR.
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Varios genes e fatores ambientais, como o tabagismo, infecoes e fatores hormonais, tém sido

implicados na suscetibilidade e na progressao desta patologia *.

A interacao entre dois ou mais fatores, sejam eles ambientais ou genéticos, podera
potencialmente desencadear a AR. Estas possiveis interacbes, através de diferentes
mecanismos, provavelmente resultam na perda de tolerancia a neoepitopos e, como
consequéncia, desenvolve-se uma resposta imunitaria contra antigénios das articulagdes

sinoviais, resultando em danos nestas estruturas *°.

2.3.1 Fatores genéticos

77

A influéncia genética na AR esta estimada em cerca de 50-60% ’* e alguns dos genes

associados a suscetibilidade desta patologia sdao apresentados na Figura 4.
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Figura 4. Genes associados com a suscetibilidade da AR e possivel funcao na patogénese da doenca
(Adaptado de “Rheumatoid Arthritis” B).

Estudos com gémeos tém envolvido fatores genéticos na AR, com taxas de concordancia de 15

77 A andlise da

a 30% entre gémeos monozigéticos e 5% entre os gémeos dizigoticos
hereditariedade destes estudos sugere que cerca de 60% da predisposicao de uma populacao
para desenvolver AR pode ser explicada por fatores genéticos, embora na analise de pares de
gémeos concordantes para a patologia, tenha sido observada uma variabilidade grande na

severidade da doenca "%,

Analises do genoma elucidaram que existem fatores imunes regulatorios subjacentes a doenca
A associacdo de longa data com o locus do antigénio leucocitario humano (HLA)-DRB1 e
DR4 tem sido confirmada em doentes que sao positivos para o FR ou ACPA; alelos que contém
um motivo comum de aminoacido (QKRAA) na regiao HLA-DRB1, denominado epitopo
partilhado, conferem uma suscetibilidade particular **°. Tém sido descritos outros genes com

implicacdes na suscetibilidade da AR "**°.
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2.3.2 Fatores ambientais

A "influéncia ambiental” é uma nocao ambigua, que engloba exposicoes fisicas a partir de
distintos agentes ambientais e associacoes com determinados estilos de vida, bem como
associacoes com diferentes condicoes socioecondmicas. Além disso, fatores como

medicamentos, incluindo hormonas, podem também ser considerados neste grupo **.

O tabagismo é hoje o fator de risco ambiental mais bem estabelecido para a AR, mas a
relacdo nao foi evidente até 1987, quando o risco aumentado de AR em fumadores foi

observado por acaso num estudo ®'. Desde entdo um grande nimero de estudos

epidemiologicos tem confirmado o aumento do risco para a AR, em fumadores %,

A possibilidade de que as infecbes podem desencadear o desenvolvimento da AR tem
suscitado muito interesse, mas existe pouca evidéncia solida de que diferentes
microrganismos possam causar ou contribuir para a patologia. Os potenciais de agentes
infeciosos que poderao estar envolvidos na patogénese sdo conhecidos, no entanto existem
vérias limitacées para detetar estas contribuicdes **. Uma possibilidade é que as infecdes
podem contribuir para AR através das suas acoes adjuvantes, semelhante a artrite adjuvante
em roedores %%, Além disso, a aplicacdo de micobactérias como adjuvantes no tratamento
de tumores ou como vacinas conduziu, em alguns casos, ao desenvolvimento de artrite, facto

que fornece algum apoio, ainda que indireto a esta teoria ***'

. Outros autores propéem que
um agente infecioso pode desencadear a AR através de um mecanismo de mimetismo
molecular %, Ainda assim, a possibilidade de que agentes microbianos possam desencadear
a AR definitivamente existe, como no caso de artrite de Lyme, onde se demonstrou que a

transmissao de Borrelia através de artropodes desencadeou esta patologia ***°.

Tém sido descritos outros fatores ambientais, como a alimentacdo, o café, o alcool e a
exposicao a determinadas substancias, que podem contribuir tanto para inicio da AR, como

para a sua progressdo '*%.

2.4, Tratamento

O tratamento da AR pressupde uma abordagem multidisciplinar, preferencialmente sob
orientacao de um Reumatologista. As medidas adotadas para o seu tratamento visam prevenir
e controlar a lesao articular, prevenir a perda de funcao, diminuir os sintomas da doenca e
também controlar a progressdao desta. O tratamento desta patologia envolve medidas

farmacologicas, ndo farmacoldgicas e cirtrgicas * .

Sendo a AR uma doenca fortemente debilitante, quer do ponto de vista fisico, mas também
pelas complicacoes psicologicas que dela advém, as medidas ndo farmacoldgicas, como a
educacao do doente, fisioterapia, terapia ocupacional e psicoterapia, assumem um papel

central e crucial para o restabelecimento da qualidade de vida do doente %,
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O tratamento farmacologico da AR pode ser efetuado em monoterapia ou em combinacao e
inclui o uso de anti-inflamatodrios nao-esteroides (AINEs), glucocorticoides (GCs) e farmacos

antirreumaticos modificadores da evolucdo da doenca (DMARDs) '*%%°,

Os AINEs sdao amplamente utilizados em todas as doencas reumaticas inflamatoérias e nao-
inflamatorias, incluindo a AR. O objetivo do tratamento é reduzir a dor e a rigidez e melhorar
a funcao, contribuindo assim para um aumento da qualidade de vida dos doentes. Estes
farmacos ndao modificam o processo da doenca e varias recomendacdes tém sido feitas no

sentido de minimizar o uso destes farmacos devido a sua toxicidade %',

Os GCs desempenham um papel central na gestao da AR. Entre 25 e 75% dos doentes com AR
sao tratados mais ou menos continuamente com estes farmacos. Estudos tém restabelecido o
potencial de modificacao da doenca de baixas doses de GCs na AR e relancaram o debate
sobre as relagdes risco/ beneficio deste tratamento. Para a pratica diaria, algumas
recomendacdes sao dadas pela EULAR sobre a gestao da terapia sistémica de GCs em doencas

reumaticas 102104,

A aplicacao de DMARDs constitui a base de tratamento da AR. A aplicacdo destes farmacos
sofreu grandes alteracdes na Ultima década, que proporcionaram uma terapéutica mais eficaz
desta patologia. Estes farmacos interferem diretamente com as células do sistema imunitario
ou reduzem a inflamacao, tém a capacidade de alivar os sintomas da AR e sdo potencialmente
capazes de retardar ou parar a progressao da doenca. Os DMARDs sao geralmente classificados

em dois grupos: farmacos convencionais ou sintéticos e farmacos bioldgicos *+1%>1%7,

Dentro dos DMARDs classicos, o metotrexato (MTX) constitui a base de tratamento da AR,
representando a escolha farmacologica de primeira linha, de acordo com as recomendacdes
da EULAR. Estas recomendacbes baseiam-se na elevada eficacia do farmaco, melhores
resultados a longo prazo e menor custo associado quando em comparacdo com a terapéutica

bioldgica *°.

Como alternativa em caso de faléncia da terapéutica convencional, contraindicacdo ou
resposta insuficiente aos farmacos tradicionais, surge a terapéutica bioldgica (DMARDs
biologicos). Estes farmacos permitem direcionar a terapéutica para alvos especificos do
sistema imunitario, envolvidos na inflamacdo e nos danos nas articulacdes *°. A terapéutica

bioldgica sera abordada no capitulo 3.

2.5. Fisiopatologia

A AR é uma doenca inflamatdria cronica, sistémica e autoimune. A sua patogénese ¢é
complexa e envolve mecanismos de autoimunidade e de inflamacéo, mediados por células do
sistema imunitario e células mesenquimais, como fibroblastos sinoviais, osteoclastos e

condrocitos "%,
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Embora a patogénese da AR permaneca parcialmente incompreendida, os mecanismos
celulares e moleculares envolvidos tém vindo a ser elucidados nas ultimas décadas, como

resultado de trabalhos de investigacao exaustivos.

Existem varias hipoteses que descrevem o inicio do processo patologico, inerente a AR. Alguns
autores defendem que o primeiro evento que conduz a inflamacao sinovial é a ativacdo do
sistema imunitario inato, através da exposicao a antigénios endégenos ou exogenos, como PG
e DNA bacteriano, cuja presenca na membrana sinovial foi confirmada. Outros autores
defendem que a ativacdo do sistema imunitario inato inicia o processo patolégico e esta é a
hipotese universalmente mais aceite. Esta teoria pressupée que a producdo de auto-
anticorpos, como o FR ou anticorpos anti-CCP, através de interacdes do sistema imunitario
inato, células apresentadoras de antigénios (APCs), com o sistema imunitario adaptativo,
células T auxiliares (Th) CD4" e células B, é central para a patogénese da doenca. Isto ocorre
como consequéncia da perda de tolerancia de células T, sob a influéncia genética dos alelos

HLA-DR, e resultante autoreatividade a antigénios articulares '2.

Varios antigénios tém sido descritos como alvos de auto-anticorpos na AR. Colagénio tipo II,
PG, agrecano (PG especifico da cartilagem), proteina de ligacdo a cartilagem, proteinas de
choque térmico e muitos antigénios especificos das articulagdes, tém sido implicados em

virtude da reatividade dos linfocitos T e anticorpos na AR 2.

Aparte destas questdes e embora o fator especifico que desencadeia a resposta autoimune na
AR nao seja conhecido, todo o processo ocorre de forma ciclica, com mecanismos
dependentes uns dos outros e que potenciam todo o processo inflamatorio autoimune. A

patogénese da AR é simbolicamente apresentada na figura 5.

A membrana sinovial de doentes com AR é caracterizada por hiperplasia, aumento da
vascularidade e infiltracao pronunciada de células inflamatdrias, incluindo linfécitos T CD4",

linfocitos B, plasmocitos, macrofagos e neutréfilos 1%,

Os linfocitos T CD4", ativados por antigénios, estimulam monodcitos, macrofagos e fibroblastos
sinoviais a produzir as citocinas interleucina (IL)-1, IL-6 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a) e segregam metaloproteinases da matriz (MMP), através de interacdes de moléculas da
superficie celular ou por meio da libertacao de mediadores sollveis, tais como o interferdao
(IFN) e IL-17. A IL-1, IL-6 e o TNF-a sdo citocinas chave que conduzem a inflamacéo na AR.
Estes macrofagos, linfocitos e fibroblastos, bem como os seus produtos de ativacdo, podem
também estimular a angiogénese, o que explica o aumento da vascularizacao encontrada na
membrana sinovial de doentes com AR. As células endoteliais na membrana sinovial sao
ativadas e expressam moléculas de adesdao que promovem o recrutamento de células
inflamatorias para dentro da articulacdo. Este processo € aumentado pela libertacao de

quimiocinas, tais como a IL-8, por células inflamatérias nas articulacées '%.
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Os linfocitos T CD4" ativados também estimulam linfécitos B, através da ligacdo da integrina
a,B8,, CD154 (ligando CD40), e CD28, para produzir imunoglobulinas (Ig), incluindo o FR e
ACPA. Estes e outros auto-anticorpos levam a formacao de imunocomplexos, que conduzem a

ativacdo do sistema do complemento %',
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Figura 5. Processos da imunidade inata e da imunidade adaptativa envolvidos na patogénese da AR
(Adaptado de Mclnnes & Schett., 2011 ).

As interacGes dependentes da co-estimulacdo entre as DCs, células T e células B sao mostradas como
ocorrendo principalmente no nodulo linfatico; estes acontecimentos geram uma resposta autoimune
contra proteinas do proprio contendo citrulina. Na membrana sinovial e na medula 6ssea adjacente, as
vias da imunidade adaptativa e inata integram-se e promovem a remodelacdo do tecido e a sua
degradacao. O feedback positivo mediado pelas interacdes entre leucocitos, fibroblastos sinoviais,
condrocitos e osteoclastos, em conjunto com os produtos moleculares da lesdao, conduzem a fase cronica

na patogénese da AR.
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Embora a AR seja convencionalmente considerada como uma doenca mediada por um tipo de
células Th1, a atencdo tem-se centrado no papel das células Th17 (Th17), um subconjunto
que produz IL-17A, IL-17F, IL-21, e IL-22 e TNF-a 5,

Além de todas as funcbes das células T CD4" descritas, estas células expressam ligandos de

osteoprotegerina que estimulam a atividade de osteoclastos '®.

Em relacdo ao sistema imunitario inato, varias células efetoras, incluindo macrofagos,
mastocitos, DCs e células natural killer (células NK), encontram-se na membrana sinovial,
enguanto os neutrofilos permanecem principalmente no liquido sinovial. O fator estimulante
de coldnias de macrofagos (M-CSF), o fator estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF)e o
fator estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) aumentam a maturacao

das células, o seu efluxo a partir da medula dssea, e o transporte para a membrana sinovial
35

.

Os macrofagos sdao efectores centrais da sinovite; estes atuam através da libertacdo de
citocinas (TNF-a e IL-1, Il-6, IL-12, IL-15, IL-18 e IL-23), de espécies de reativas de oxigénio
(ROS), espécies reativas de azoto (NOS), da producdo de prostanoides e de enzimas de
degradacdo da matriz, da fagocitose, da apresentacdo de antigénios. Para além de serem
ativados pela interacdo com linfocito T, os macrdofagos sdo, também, ativados através dos

recetores toll-like (TLR), citocinas e complexos imunes *.

Os neutrofilos contribuem para a sinovite através da sintese de prostaglandinas, proteases,
elastase e ROS, que degradam o PG da camada superficial da cartilagem. A eliminacao do PG

permite a precipitacio de imunocomplexos e expde os condricitos **.

Uma fracao dos ACPA pertence a classe IgE, o que pode provocar a ativacdo de mastocitos, e

producéo de elevados niveis de aminas vasoativas, citocinas, quimiocinas, e protéases *.

As DCs sao passiveis de contribuir de diversas formas para a patogénese da AR. Primeiro, é
claro a partir de modelos autoimunes que as DCs sao capazes de mediar respostas autoimunes
de linfocitos T e B, restritos pelo complexo major de histocompatibilidade (MHC) nos 6rgaos
linfoides. Através deste processo, as DCs conduzem o desenvolvimento de auto-anticorpos e a
patologia inflamatdria cronica, caracteristicas clinicas da AR. Estas APCs profissionais
infiltram o tecido sinovial e o liquido sinovial e aqui sdo responsaveis pelo processamento e
apresentacao de antigénios, contribuindo para a perpetuacdo da doenca. Além disso, estas
células, juntamente com sinoviocitos e macrofagos, produzem mediadores inflamatoérios, que

conduzem a patologia inflamatoria na AR *3.

A producao de citocinas é crucial para a patogénese da AR e permite a ativacdo mutua do
sistema imunitario inato e adaptativo. Varias células do sistema imunitario e células
mesenquimais, incluindo monocitos, macrofagos, células T e fibroblastos, produzem

citocinas. Os padroes de citocinas variam de acordo com a progressao da doenca; a AR

17



Artrite Reumatoide: Impacto da terapéutica com agentes bioldgicos nos parametros clinicos e laboratoriais

precoce tem um perfil de expressao de citocinas aparentemente distinto, envolvendo a
expressao de IL-4, IL-13 e IL-15, que, posteriormente evolui para doenca cronica **. O TNF-a,
a IL-1 e a IL-6 sdo as principais citocinas envolvidas na patogénese da AR, sendo que o TNF-a

10

se encontra no “topo” da cascata inflamatéria '®. As principais citocinas envolvidas na

patogénese da AR sao apresentadas na tabela 2.

Tabela 2. Citocinas envolvidas na patogénese da AR (Adaptado de Mcinnes et al., 2011 *).

Citocina Funcées relevantes para a doenca

Ativa leucdcitos, células endoteliais e fibroblastos sinoviais, induzindo a producao

de citocinas, quimiocinas, moléculas de adesdo, e enzimas da matriz; suprime a

TNF-a
funcado das células T reguladoras; ativa osteoclastos, e a reabsorcao de cartilagem e
de osso; medeia disfuncoes metabdlicas e cognitivas.
Ativa leucdcitos, células endoteliais e fibroblastos sinoviais; induz a producao
IL-1ae IL-18 enzimas da matriz pelos condrocitos; ativa osteoclastos; induz a febre; aumenta o
metabolismo da glucose; reduz a funcao cognitiva.
Ativa leucdcitos e osteoclastos; esta envolvida na diferenciacdo de linfocitos B;
IL-6 regula o metabolismo lipidico, a resposta de fase aguda e anemia da doenca
cronica; esta implicada na disfuncdo do eixo hipotalamo-pituitaria e na fadiga.
17 e IL15 Promovem e mantém a ativacdo de células T e células e células T de memodria,
- e -
bloqueiam a apoptose e mantém as interacdes entre células T e macrofagos.
Agem sinergicamente para aumentar a ativacao dos fibroblastos sinoviais,
IL-17A e IL-17F .
condrocitos e osteoclastos.
IL-18 Promove a ativacao de células Th1, neutrdfilos e células NK.
IL-21 Ativa células Th17 e subtipos de células B
IL-23 Expande células Th17
IL-32 Ativa a producdo de citocinas por varios leucdcitos e promove a diferenciacao de
osteoclastos.
IL-33 Ativa mastocitos e neutrofilos.
2.5.1 Alteracées histologicas

A inflamacdo da membrana sinovial é central para a fisiopatologia da AR. Ha evidencias da
angiogénese pronunciada, hiperplasia celular, influxo de leucdcitos inflamatorios, alteracoes
na expressao de moléculas de adesao da superficie celular, proteases, inibidores de proteases
e expressao de diversas citocinas. As alteracdes sinoviais na patologia variam de acordo com a
progressao da doenca. Nas primeiras semanas da doenca, o tecido edemacia-se e ocorre a
deposicao de fibrina e pode manifestar-se clinicamente com edema das articulacées e dor.
Num intervalo de tempo relativamente reduzido, o revestimento sinovial torna-se

hiperplasico, geralmente adquire dez ou mais camadas de sinovidcitos do tipo A (tipo-
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macrofagos) e tipo B (tipo-fibroblastos). A camada subintima também sofre alteracoes
significativas no nimero e tipo de células e no contelido, com infiltracdo predominante de
células mononucleares, incluindo células T, células B, macréfagos e plasmocitos >'"°. A figura

6 representa as alteracdes histologicas observadas nos tecidos articulares de doentes com AR.

Cartilage e

A: Membrana sinovial inflamada com hiperplasia da camada de revestimento sinovial, delineado pelas
setas. Profundamente na camada de revestimento é um denso infiltrado inflamatorio; B: O pannus
sinovial a invadir o osso e a cartilagem.

A formacao local de tecido sinovial invasivo, denominado pannus, é uma caracteristica da
patologia. Este tecido é envolvido nas erosbes comuns observadas na AR. O pannus é
histologicamente distinto de outras regides da membrana sinovial e revela diferentes fases de
progressao. Inicialmente, ha penetracao da cartilagem pelo pannus sinovial, constituido por
células mononucleares e fibroblastos, com elevado nivel de expressao de MMPs por células de
revestimento sinovial """, Em fases mais avancadas da doenca, o pannus celular pode ser
substituido por pannus fibrosos constituido por uma camada de células minimamente

vascularizada e colagénio sobre a cartilagem ""“.

2.5.2 Danos estruturais

A hiperplasia sinovial é o principal contribuinte para os danos na cartilagem observados na
AR. A perda dos efeitos protetores da membrana sinovial normal altera as caracteristicas da
proteina de ligacdo da superficie da cartilagem, promovendo a adesdo de sinoviocitos tipo
fibroblasto e a invasao. A sintese de MMPs por estas células (particularmente MMP-1, 3, 8,13,
14, e 16) promove a destruicdo da rede de colagénio tipo Il, um processo que altera o
conteldo de GAG e de retencao de agua e leva diretamente a disfuncao biomecanica. A MMP-
14 parece ser a MMP predominantemente expressa pelos sinoviocitos tipo fibroblasto para
degradar a matriz da cartilagem. Outras enzimas da matriz (por exemplo, ADAMTS 5,
desintegrina e metaloproteinase) degradam o agrecano e, assim, diminuem ainda mais a

integridade desta estrutura *°.
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Inibidores endogenos da enzima, como inibidores tecidulares de metaloproteinases (TIMPs),
nao conseguem reverter esta cascata destrutiva. Além disso, a cartilagem articular tem um
potencial de regeneracao limitado. Os condrocitos regulam fisiologicamente a formacao da
matriz e a sua clivagem, mas quando se encontram sob a influéncia de citocinas sinoviais
(particularmente IL-1 e IL-17A) e de NOS, a cartilagem €& progressivamente privada de
condrocitos, que sofrem apoptose. Estes processos, em Ultima analise, conduzem a destruicao

da superficie da cartilagem *.

A erosdo oOssea ocorre rapidamente, afetando 80% dos doentes, um ano apos o diagnostico e
esta associada a inflamacao prolongada e aumentada. As citocinas sinoviais, particularmente
o fator estimulador de colonias de macréfagos e o recetor ativador do ligando do fator
nuclear (NF)-kB (RANKL), promovem a diferenciacao dos osteoclastos e a invasao da
superficie periosteal adjacente a cartilagem articular. O TNF-a e a IL-1, a IL-6 e,

potencialmente, a IL-17 amplificam a diferenciacdo de osteoclastos e a sua ativacéo *°.

Os osteoclastos tém um arsenal enzimatico necessario para destruir tecidos mineralizados,
incluindo cartilagem mineralizada e 0sso, e a destruicao destes tecidos leva a reabsorcao e ao

preenchimento por tecido inflamatério *.

Fatores mecanicos predispoem locais especificos a erosdo. Assim, o segundo e o terceiro
metacarpos das maos sao propensos a alteracdes erosivas. A quebra do osso cortical permite o
acesso sinovial para a medula 6ssea, o que provoca a inflamacdo da medula ossea (osteite),
em que os agregados de células T e de células B gradualmente substituem a medula. Nao esta
claro se essas lesdes ocorrem em conjunto com as erosoes induzidas pela sinovite, ou se a
osteite necessariamente ou independentemente precede a erosdo. E concebivel que a lesdo
primordial da AR se inicie na medula dssea e apenas posteriormente envolva a membrana

sinovial *.

2.5.3 Consequéncias sistémicas

Os efeitos da inflamacao sistémica observada na AR contribuem substancialmente para o risco
de mortalidade prematura. Os doentes com manifestacbes extra-articulares tém um risco

aumentado de desenvolver doenca cardiovascular ou infecdes graves .

Manifestacoes extra-articulares graves (incluindo vasculite, neuropatia associada a vasculite,
sindrome de Felty, glomerulonefrite, pericardite, pleurite, e esclerite), desenvolvem-se em
aproximadamente 15% dos doentes caucasianos com AR durante o longo periodo de

acompanhamento .

Os mediadores inflamatdrios, incluindo citocinas, imunocomplexos e alteracdes do
metabolismo dos lipidos promovem varias condicdes coexistentes em doentes com AR, como é

representado na figura 7 *°.
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Figura 7. Mecanismos subjacentes as complicacdes sistémicas observadas em doentes com AR (Adaptado
de Mcinnes & Schett, 2011 %),
(Legenda: CRP - proteina reativa C, HDL - lipoproteina de alta densidade; HPA - eixo hipotalamo-

hipofise-adrenal; LDL - lipoproteina de baixa densidade; SERT - transportador de serotonina SERT).

Os sinais de inflamac&o sistémica em doentes com AR incluem sintomas constitucionais, como
fadiga, febricular, perda de peso e niveis elevados de marcadores inflamatorios e ainda
velocidade de sedimentacédo (VS) e a CRP aumentadas. A inflamacao sistémica nao controlada
na AR esta associada a diversas complicacdes a longo prazo. A alta atividade da doenca e
elevacéao persistente dos niveis de biomarcadores inflamatorios estao associados a amiloidose

tecidular e danos a 6rgaos '".

A AR esta associada ao aumento dos riscos de doenca cardiovascular, incluindo enfarte do
miocardio, acidentes cardiovasculares e insuficiéncia cardiaca "'¢''®. As vias inflamatérias que
estdo implicadas incluem citocinas (IL-6 e TNF-a), proteinas de fase aguda, que sdo um fator
de risco cardiovascular, na populacdo em geral, imunocomplexos e particulas lipidicas
alteradas, que aumentam a ativacao endotelial e potencialmente tornam as placas
ateromatosas instaveis ''*'?°. Caracteristicas lipidicas estdo intimamente, e reciprocamente,
ligadas a inflamacao para garantir a defesa metabolicamente eficiente do hospedeiro. Em
consequéncia, a AR ativa, esta relacionada a reducao dos niveis séricos de colesterol total,

lipoproteina de alta densidade (HDL), e lipoproteina de baixa densidade (LDL), que podem
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entdo estar paradoxalmente elevados por terapia eficaz '*'. No entanto, terapéuticas eficazes

diminuem o risco cardiovascular e modificam favoravelmente a fisiologia vascular 2%,

Neste sentido, tem sido proposta a avaliacdo dos niveis séricos de anticorpos anti-B2-
glicoproteina 1 (anti-B2-GP1) e anticorpos anti-LDL oxidada (anti-oxLDL) para a avaliacdo do
risco cardiovascular em doentes com AR. Pensa-se que as lipoproteinas oxidadas contribuem
para o desenvolvimento da aterosclerose. Diversas linhas de evidéncia mostraram que a
oxidacao de LDL (oxLDL) e a oxidacao da lipoproteina A induzem a acumulacao intracelular de
ésteres de colesterol nos macrdfagos, o que leva a sua transformacdo em “células-espuma”.
Além disso, ambas as lipoproteinas oxidadas induzem a expressao de moléculas de adesao em
monocitos, promovendo o seu recrutamento e a adesdao ao endotélio. As lipoproteinas
oxidadas também tém demonstrado estar envolvidas na aterosclerose autoimune.
Recentemente, observou-se que a oxLDL interage com B2-GP1, um dos principais auto-
antigénios para o anticorpo anticardiolipina encontrados no soro de doentes com patologias
autoimunes, e forma um complexo pro inflamatorio estavel B2-GP1-oxLDL na camada intima
arterial das lesbes ateroscleroticas. Estes complexos sao fagocitados por macréfagos via anti-
B2-GPI, num processo mediado por anticorpos. O aumento das concentracées do complexo B2-
GP1-oxLDL foi observado na corrente sanguinea de doentes com patologias autoimunes, tais
como o lupus eritematoso sistémico e sindrome antifosfolipido. Varios estudos demonstraram
que as lipoproteinas oxidadas e as concentracées de oxLDL estdao aumentadas em doentes

com AR com eventos cardiovasculares graves '%°.

A inflamac&o na AR também afeta o cérebro (fadiga e diminuicao da funcado cognitiva), figado
(resposta de fase aguda elevada e anemia da doenca crénica), pulmées (doenca inflamatoria
e fibrose), as glandulas exocrinas (sindrome de Sjogren secundario), musculos (sarcopenia), e
0ssos (osteoporose) *. A osteoporose afeta o esqueleto axial e apendicular, com modesto
aumento da resposta de fase aguda ou inflamacao subclinica, e provavelmente ocorre antes

do inicio da doenca articular *°.

3. Terapéutica Bioldgica

Durante as Ultimas décadas, registou-se um progresso notavel no desenvolvimento de
terapéuticas bioldgicas especificas, tais como anticorpos monoclonais e proteinas de fusdo. A
tecnologia que permite a producédo de anticorpos monoclonais foi inicialmente descoberta ha
trés décadas atras '* e rapidamente revolucionou o tratamento de doencas, no contexto de
células estaminais, transplante de 6rgaos, doencas reumaticas, doencas autoimunes, doencas
inflamatorias dos intestinos, infecbes e doencas atopicas. Inicialmente, os anticorpos
monoclonais foram usados como veiculos de medicamentos para tecidos-alvo e mais tarde,

foram produzidos para atuarem diretamente para moléculas e células de interesse '¥’.
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A terapéutica biologica tem-se revelado particularmente importante no tratamento das
doencas autoimunes, cuja etiologia permanece desconhecida. Esta pode ser dividida em dois
grupos, de acordo com o tipo de alvo bioldgico. Assim, a terapéutica biolégica pode ser
dirigida para moléculas da superficie celular ou para moléculas secretadas pelas células. As
moléculas da superficie celular podem servir como marcadores especificos para uma
determinada célula, e podem entdo ser produzidos anticorpos monoclonais dirigidos para
esses alvos, com o objetivo de eliminar ou manipular essas células. Outra classe de moléculas
liga a proteinas da superficie celular e interferem com a sua funcdo, sem eliminar ou matar
as células alvo. Os agentes biologicos mais utilizados interferem com a acao de citocinas, que
sao mediadores soliveis de inflamacdo. As citocinas exercem a sua acdo ligando-se a
recetores de superficie celular. A acdo destes mediadores pode ser bloqueada através da
ligacdo da citocina solivel ou impedindo a sua ligacdo ao seu recetor. O primeiro pode ser
conseguido através da utilizacao de anticorpos monoclonais contra a citocina ou utilizando um
recetor sollvel sintético, que ira ligar-se as citocinas de uma forma semelhante a dos
recetores da superficie das células, reduzindo assim os niveis de citocinas livre, ou seja,

diminuindo os niveis biologicamente ativos '¥’.

O ponto de partida para a producdo de farmacos bioldgicos foi a identificacdo de alvos
terapéuticos. Para tal, foram necessarios muitos anos de investigacao acerca dos mecanismos
moleculares subjacentes a fisiopatologia das doencas autoimunes. A caraterizacdo de aspetos
especificos da resposta imunologica na AR, seguida de uma década ou mais de pesquisa de
laboratorio, entre o final dos anos 80 e o inicio dos anos 90, permitiu identificar moléculas e

sinais-chave envolvidos na patologia da AR "%,

A primeira tentativa para identificar possiveis alvos terapéuticos na AR estava focada nas
células, em detrimento das moléculas, enquanto que alguns grupos conduziam pesquisas que

tinham como alvos citocinas inflamatérias .

As primeiras experiéncias mostraram que culturas de células da membrana sinovial, obtidas
de doentes com AR, produziam continuamente moléculas inflamatorias, incluindo as citocinas
IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, apos varios dias da colheita . Com esta descoberta, tornou-se um

problema definir quais as citocinas poderiam ser usadas como alvos terapéuticos "°.

Neste contexto, Brennan e os seus colaboradores, em 1989, realizaram um estudo in vitro que
demonstrou que o bloqueio do TNF-a numa cultura celular com anticorpos anti-TNF-a (cA2),
resultou na reducao dos niveis de citocinas inflamatorias, particularmente IL-1, mas também
outras citocinas pro-inflamatorias. Este estudo em conjunto com estudos posteriores,
estabeleceram o TNF-a como a citocina principal da cascata de citocinas pro-inflamatorias e

como um regulador da mesma "3'"'%2,

Portanto, a escolha racional do TNF-a como alvo deveu-se nao sé a sua presenca em elevadas

concentracdes nas articulacoes de doentes com AR, mas também a outros estudos que
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demonstraram que esta citocina induz outras citocinas inflamatorias na rede sinovial. Além
disso, experiencias adicionais revelaram que em modelos animais de artrite sao suprimidos
por inibidores do TNF ',

Contudo, o TNF-a nado € a Unica citocina envolvida na patogénese da AR. Tanto a IL-1, como a
IL-6 desempenham um papel importante na patogénese da doenca e estudos revelaram que a
sua inibicdo permite um controlo efetivo da doenca. Além disso, também a eliminacdo de
células B CD20" e o bloqueio do sinal co-estimulatorio (CD28-CD80/86) entre células T e APCs

tém-se revelado abordagens eficazes no tratamento desta patologia %',

Estes agentes tém vindo a ser aprovados para o tratamento de varias doencas inflamatodrias
imunomediadas (IMIDs), incluindo a AR, artrite psoriatica, espondilite anquilosante, psoriase,

doenca de Crohn, colite ulcerosa e artrite idiopatica juvenil *>'%¢,

Assim, atualmente estdo disponiveis no mercado, farmacos bioldgicos direcionados para as
citocinas inflamatorias TNF-a, IL-6, IL-1 e para as células-chave (células B e T) na patogénese

da AR. Estes farmacos sdo apresentados na tabela 3 '®.

Tabela 3. Agentes bioldgicos no tratamento da AR (Adaptado de Kuek et al, 2006 '*°).

Farmaco Classe Estrutura Alvo
Infliximab Inibidor de citocina Anticorpo (?]mmerlco murino/ TNF-a
umano

Etanercept Inibidor de citocina Proteina de fusao TNF-a e TNF-B
Adalimumab Inibidor de citocina Anticorpo humanizado TNF-a
Certolizumab Anticorpo humanizado com um

Inibidor de citocina fragmento Fab’ conjugado com o TNF-a
pegol e .

polietilenoglicol
Golimumab Inibidor de citocina Anticorpo humanizado TNF-a
Tocilizumab Inibidor de citocina Anticorpo humanizado IL-6
Anakinra Inibidor de citocina Antagonista do recetor da IL-1 IL-1
Abatacept Bloqueador da co- Proteina de fusao CD80 e CD86
estimulacao

Rituximab Agente eliminador de Anticorpo quimérico murino/ CD20"

células

humano

Em Portugal o grupo de trabalho da AR da Sociedade Portuguesa de Reumatologia (SPR)
apresentou critérios consensuais para inicio e manutencdo da terapéutica biologica na AR.
Para inicio de terapéutica bioldgica os doentes com AR devem ter um DAS28 superior a 3,2,
apos pelo menos 3 meses de tratamento com MTX na dose de 20mg/semana, ou, nha
impossibilidade de tratamento com MTX nesta dose, apds 6 meses de outro DMARD
convencional ou associacdo terapéutica. Esta previsto também o inicio de terapéutica
biolégica em doentes que, sob terapéuticas convencionais, apresentem um DAS28 entre 2,6 e

3,2 e tenham uma degradacao funcional ou radioldgica significativa '*’.
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0 objetivo terapéutico deve visar a remissao ou, pelo menos, uma diminuicao da atividade da
doenca traduzida por um DAS28 inferior a 3,2 sem degradacdo funcional ou radiolégica
significativa. Assim, sdo considerados critérios de resposta apds os primeiros 3 meses de
terapéutica, a verificacdo de uma reducdo do DAS28 superior a 0,6. A partir dos 6 meses de
terapéutica considera-se a existéncia de resposta clinica se os doentes apresentarem uma
reducdao do DAS28 superior a 1,2. Nos doentes considerados ndo respondedores o clinico

assistente podera optar por mudar para outro agente bioldgico '¥’.

3.1 Antagonistas do TNF-a

O TNF foi descoberto em 1975 por Carswell e colaboradores no soro de ratos infetados com o
Bacillus Camette-Guerin (BCG). Estes autores identificaram o TNF como uma proteina do soro
derivada de macrdfagos estimulados por uma endotoxina, e capaz de causar lise de células
tumorais in vivo 8. Tornou-se imediatamente evidente que o TNF-a produziu outros efeitos,
incluindo a capacidade de induzir sinais e sintomas de choque e danos em mdltiplos 6rgaos

através de efeitos pro-inflamatdrios no endotélio vascular ',

O TNF-a é uma citocina pleiotropica, que desempenha um papel central na cascata de
citocinas pro-inflamatérias **'. Esta citocina exerce uma variedade de efeitos fisioldgicos e

patologicos, incluindo a proliferacdo, inflamacéo, diferenciacdo e morte celular %™,

O TNF-a desempenha um papel no desenvolvimento do sistema linfoide e tem um papel
homeostatico na defesa do hospedeiro. Este importante mediador imunoldgico tem sido
denominado como uma “citocina sentinela”, uma vez que inicia a resposta de defesa a lesao
local ™. Em baixas concentracdes nos tecidos, pensa-se que o TNF-a tenha efeitos benéficos,
tais como o aumento de mecanismos de defesa do hospedeiro contra infecées '*. Por outro
lado, como ja foi referido, esta citocina encontra-se no topo da cascata inflamatoria, sendo
responsavel pela sua iniciacdo e perturbacdo '*'. Em concentracdes elevadas, o TNF-a pode
levar a inflamacao em excesso e lesdes de orgaos. A libertacdo rapida de quantidades muito
grandes de TNF-a durante a sepsis, pode resultar em choque séptico. Em estados de doenca,
o TNF-a é geralmente considerado como uma citocina pro-inflamatoria, juntamente com a IL-

1, IL-17, e outras citocinas .

O TNF-a é produzido por diferentes tipos de células imunoldgicas e nao imunologicas,
incluindo macrdfagos, linfocitos T, mastocitos, granuldcitos, células NK, fibroblastos,

neuronios, queratindcitos e células musculares lisas '3¢'%,

O TNF-a é reconhecido por desempenhar um papel chave em muitas IMIDs, tais como AR,
espondiloartrite, psoriase, doenca inflamatoria do intestino, lipus eritematoso, doenca de
Crohn, entre outras *>'""¥_ Como é mostrado na figura 8, algumas atividades do TNF-a sdo
comuns a varias doencas, tais como a modulacao do recrutamento celular, proliferacao

celular, morte celular e regulacdo imunoldgica %',
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O TNF-a é produzido em elevadas concentracdes por uma variedade de tipos celulares, presumivelmente
induzidos por estimulos endogenos ou microbianos na patogénese da AR, doenca de Crohn e psoriase.
Uma cascata e uma rede de respostas celulares mediadas pelo TNF-a, que sdo comuns a estas trés
doencas sao mostradas na area fechada no centro do diagrama. Os mecanismos e as caracteristicas
celulares restritas a uma doenca particular sao mostrados fora da area fechada.

A demonstracdo de que o TNF-a poderia ter um papel importante na fisiopatologia da AR
partiu, essencialmente, de quatro evidéncias experimentais: primeiro, demonstrou-se que
esta citocina tinha capacidade para degradar cartilagem e osso in vitro; segundo, observou-se
em modelos animais que o TNF-a tinha propriedades artritogénicas; terceiro, provou-se a
colocalizacao deste mediador com 0s seus recetores no tecido sinovial e nas articulacées na
AR; em ultimo lugar, demonstrou-se que o TNF-a tinha um papel central na regulacao da
producéo de IL-1 em culturas de células sinoviais derivadas de AR (constituidas por linfocitos,

macréfagos, DCs, células endoteliais e fibroblastos) "2,

O TNF-a é uma citocina chave da patogénese da AR, por se situar no “topo” da cascata das

citocinas pré-inflamatorias e consequente rede de respostas celulares '

O TNF-a é um estimulador autocrino e um potente indutor paracrino de outras citocinas
inflamatérias, incluindo a IL-1, IL-6, IL-8, o GM-CSF e proteinas de fase aguda, como a CRP
108129 Este mediador também promove a inflamacdo através da estimulacdo de fibroblastos

para expressar moléculas de adesdo '®. Estas moléculas de adesdo interagem com os seus
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respetivos ligandos na superficie de leucocitos, resultando no aumento da recirculacao

linfocitaria "%,

Os macrofagos ativados sdao a principal fonte de TNF-a no tecido sinovial inflamado, e o
numero de macrofagos e o grau de expressao desta citocina estdo correlacionados com a
evolucao da doenca '*. Os estimulos que induzem a manutencéo da producao de TNF-a nos
macrofagos sinoviais nao sao conhecidos com precisdo, mas interacoes célula-célula,
citocinas, imunocomplexos, complemento, produtos microbianos, ligandos endégenos para o
TLR e hipoxia, sao candidatos provaveis. A IL-17 induz a producao de TNF-a a partir de

macrofagos e pensa-se que possa induzir também a sua producéo nas articulacées '*°.

Inicialmente, a membrana sinovial que reveste o espaco da articulacdo fica inflamada, como
consequéncia do aumento da vascularizacdo e do influxo de células inflamatdrias '*. As
concentracbes séricas e sinoviais de TNF-a e IL-1 sdo elevadas em doentes com a patologia
ativa. Estas duas citocinas sdo suscetiveis de ter o papel primario na patogénese da doenca.
Além disso, o TNF-a e a IL-1 sdo estimuladores potentes de células mesenquimais, tais como
fibroblastos sinoviais, osteoclastos, e condrocitos, que libertam MMP, levando a destruicao
dos tecidos. Estes mediadores do processo inflamatério também inibem a producao de TIMPs
por fibroblastos sinoviais. Estas acoes duplas conduzem provavelmente a lesoes articulares. O
TNF-a estimula o desenvolvimento de osteoclastos, responsaveis pela degradacao do osso,
presumivelmente pela inducio da producéo de IL-11 "%,

Atualmente, existem cinco antagonistas do TNF-a aprovados na Europa para o tratamento da
AR e de muitas outras doencas inflamatodrias e autoimunes: infliximab (IFX), etanercept (ETA),

149

adalimumab (ADA), certolizumab pegol (CZP) e golimumab (GOL) '*°, e estes constituem a

primeira linha de escolha de farmacos biologicos para o tratamento da AR.

Neste capitulo, irdo ser apresentadas as estruturas moleculares de cada um destes agentes,

bem como os seus mecanismos de acao.

3.1.1 Infliximab

O IFX é um anticorpo monoclonal quimérico, de isotipo I1gG1, com 25% de origem murina, que
contem os dominios V4 (dominio N terminal variavel da cadeia pesada) e V. (dominio N
terminal variavel da cadeia leve) e com 75% de origem humana, que correspondem as regides
constantes da cadeia pesada (Cy1, Ciz € Ci3) € ao fragmento cristalizavel (Fc) '#'3¢. O modelo

da sua estrutura molecular é apresentado na figura 9.

Esta molécula tem elevada afinidade e especificidade para as formas monémérica, trimérica
e transmembranar do TNF-a, ligando-se a este e formando complexos imunes estaveis, nao
dissociaveis "°. Este agente impede a interacdo do TNF-a com os seus recetores p55 e p75,

bloqueando o inicio do sinal intracelular e a subsequente atividade bioldgica. A ligacdo do IFX
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ao TNF-o membranar in vitro resulta na lise celular mediada pelo sistema do complemento ou
por mecanismos de citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC) "*''*2, Nao tem

afinidade para o fator de necrose tumoral beta (TNF-8 ou linfotoxina-a) '*3.

infliximab

2\

Human
Feyl

Figura 9. Modelo da estrutura molecular do IFX (Adaptado de Tracey et al., 2008 *¢).

3.1.2 Etanercept

O ETA é uma proteina de fusao sollvel, totalmente humanizada, produzida por tecnologia de
DNA recombinante. Resulta da fusao da porcao Fc da IgG humana, com a porcao extracelular
do recetor do TNF Il (TNFRII, p75), um dos dois recetores do TNF-a "¢, A porcao Fc ajuda a
reter a molécula na circulacdo ™. O modelo da sua estrutura molecular é apresentado na
figura 10. Este antagonista do TNF-a liga-se de forma estavel a forma trimérica do TNF-a
sollvel e ao TNF-B, impedindo-os de interagir com os seus recetores. Interage também com a
forma monomérica do TNF-a e com o TNF-a transmembranar, mas de uma forma transitoria e
com baixa afinidade ™. Embora a regido Fc contenha o dominio de ligacdo ao complemento,

o ETA ndo liga moléculas do complemento, nem lisa células que expressem o TNF in vitro 2.

etanercept

Human
TNFR2

Human
Feyl

Figura 10. Modelo da estrutura molecular do ETA (Adaptado de Tracey et al., 2008 '*).

3.1.3 Adalimumab

O ADA é um anticorpo monoclonal quimérico, de isotipo IgG1, semelhante ao IFX, no entanto,
totalmente humanizado '*"'*¢, O modelo da sua estrutura molecular é apresentado na figura
11. Este farmaco liga-se a ambas as formas solUvel e transmembranar do TNF-a com elevada
afinidade e neutraliza a sua funcao bioldgica, bloqueando a sua interacdo com os recetores do
TNF-a da superficie celular, p55 e p75 ™. Estudos in vitro demonstraram também a

capacidade do ADA em induzir a lise celular e a apoptose '.
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Figura 11. Modelo da estrutura molecular do ADA (Adaptado de Tracey et al., 2008 *¢).

3.1.4 Certolizumab Pegol

O CZP é um anticorpo recombinante humanizado, formado por um fragmento Fab’ de um
anticorpo monoclonal humano de isotipo IgG1, expresso na Escherichia coli, conjugado com
polietileno glicol (PEG) ™®"¢, O CZP encontra-se ligado a duas cadeias de PEG com vista a
melhorar a sua solubilidade e o seu tempo de semivida (Weir, 2006). O modelo da sua
estrutura molecular é apresentado na figura 12. Este antagonista nao contém a regiao Fc e
como tal nao tem a capacidade de ativar o complemento, nem a lise celular mediada pelo

complemento, nem a citotoxicidade dependente de anticorpos '*¢.

certolizumab pegol

Humanized Fv A
(murine CDRs) /0

/ Fab'

peG /.
Polyethylene ‘2&6‘
glycol

Figura 12. Modelo da estrutura molecular do CZP (Adaptado de Tracey et al., 2008 136),

3.1.5 Golimumab

O GOL é um anticorpo monoclonal humano, especifico para o TNF-a e liga ambas as formas
solivel e transmembranar do TNF-a humano. Este farmaco forma complexos estaveis com
TNF-a, impedindo a sua interacao com os seus recetores (p55 e p75). A ligacao do GLM ao
TNF-a humano neutraliza a sua funcdo bioldgica e reduz o processo inflamatério %', O

modelo da sua estrutura molecular é apresentado na figura 13.

golimumab
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Figura 13. Modelo da estrutura molecular do GOL (Adaptado de Tracey et al., 2008 '*°).
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3.2 Antagonistas da IL-6 - Tocilizumab

A IL-6 desempenha um papel central na patogénese da AR e é uma citocina pleiotrdpica. Este
mediador estimula a diferenciacdo de linfécitos B em plasmocitos, é responsavel pela
ativacdo de linfocitos T, estimula a ativacdo e diferenciacdo de osteoclastos e induz a
resposta hepatica de fase aguda e anemia da inflamacdo ™. As vias inflamatdrias ativadas
pela IL-6 sao apresentadas na figura 14.
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Figura 14. Vias inflamatorias ativadas pela IL-6 (Adaptado de Dayer & Choy, 2010 ').

Ao nivel da articulacdo, IL-6 tem um papel central no processo inflamatdrio, na reabsorcao
ossea mediada por osteoclastos e no desenvolvimento do pannus através de maior expressao
do fator de crescimento do endotélio vascular VEGF. Além disso, a IL-6 pode contribuir para a
inducdo e a manutencao do processo autoimune através da modulacao dos linfocitos B e

diferenciacdo de células Th17 ™.

A IL-6 encontra-se em concentracdes elevadas no soro e na membrana sinovial de doentes
com AR e os seus niveis séricos sdo indicadores da inflamacao sistémica. Por estes motivos, a
IL-6 tornou-se um alvo terapéutico e consequentemente levou ao desenvolvimento de

anticorpos dirigidos contra o recetor da IL-6. Atualmente, apenas o TCZ se encontra aprovado
158

O TCZ é um anticorpo humanizado dirigido contra o recetor da IL-6, constituido pela porcdo
Fab murina conjugada com IgG1 humana. Este farmaco liga seletiva e competitivamente os

recetores da IL-6 sol(veis e membranares, antagonizando assim a acdo da IL-6 enddgena '*°

Na pratica clinica, o TCZ é prescrito a doentes com AR, nos quais o tratamento com, pelo

menos, um antagonista do TNF-a tenha falhado '
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3.3 Antagonistas da IL-1 - Anakinra

A IL-1 tem um papel proeminente na inflamacao sinovial. Os niveis desta citocina encontram-
se aumentados no plasma e no liquido sinovial de doentes com AR e as suas concentracoes

tém sido correlacionadas com a atividade da doenca '®'.

A IL-1 exerce uma variedade de efeitos que contribuem para a patogénese da AR, como é
mostrado na figura 15. Esta citocina induz a ativacao de células T, promove a quimiotaxia de
leucocitos polimorfonucleares, linfécitos e monocitos, estimula a liberacdao de protease por
macrofagos e aumenta a infiltracdo destas moléculas nos tecidos inflamados. A IL-1 aumenta
a proliferacdao de fibroblastos, levando a formacdo do pannus e estimula a producdo de
prostaglandina E2 (PGE2) "2

Monocytes/macrophages
@ @ IL-1 ’ Endothelial cells
IL-| oz Laww
l IL-1 Chemokines Adhesion molecules
Fibroblast proliferation
IL-1 Leukocyte chemotaxis
Fibroblasts
Pannus formation Chondrocytes

Collagen type |
\ _ / @ t Collagen type Il
Stromelysin J, Proteoglycan
Collagenase

Figura 15. Papel da IL-1 na patofisiologia da inflamacao e da destruicao articular na AR (Adaptado de
Furst, 2004 %?).

Através da ativacdo de condrocitos e fibroblastos sinoviais, a IL-1 contribui para a destruicao
da cartilagem, ossos e tecidos periarticulares. Os efeitos da IL-1 na cartilagem incluem um
aumento na degradacao do PG e uma diminuicao na sua sintese. O aumento da degradacao de
PG é induzido através da producdo de MMP como a colagenase e a estromelisina, que sao
potentes enzimas de degradacao do tecido conjuntivo. A IL-1 também altera a producao de
colagénio pelos condrocitos, diminuindo a producdao de colagénio tipo Il, o principal

constituinte da cartilagem, e aumentando a producéo de colagénio tipo | '¢2.

A AKR é um antagonista, nao glicosilado, do recetor celular humano da IL-1 e é produzido em

162-163

células da Escherichia coli por tecnologia de DNA recombinante . Este farmaco atua

inibindo por competicdo a ligacdo da IL1 ao seu recetor tipo 1 "¢,

3.4 Inibidores de linfécitos B - Rituximab

Os linfocitos B estao extensivamente representados na membrana sinovial de doentes com AR
e exercem uma variedade de funcdes que apoiam o seu importante papel na patogénese da

doenca. Para além das células B atuarem como APCs, também fornecem a sinalizacao co-
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estimulatoria critica para a ativacao de linfocitos T CD4+ e produzem citocinas '**'®. Quando
os linfocitos B se diferenciam em plasmocitos, células produtoras de anticorpos, estes
produzem auto-anticorpos, como o FR e anticorpos anti-CCP, que conjuntamente com os
respetivos antigénios formam complexos imunes, que promovem a inflamacao e destruicdo
articular °"'®’. Atualmente, apenas se encontra aprovado um agente inibidor de linfocitos B, o
RTX. No entanto, novos farmacos estdao a ser desenvolvidos e investigados neste contexto

terapéutico "®.

O RTX é um anticorpo monoclonal quimérico, dirigido contra o antigénio CD20 dos linfécitos
B. Este antigénio esta presente na superficie celular dos linfocitos B, nas diferentes fases do
seu desenvolvimento desde a fase de pré-células B até as células B ativadas e desaparece
quando estas se diferenciam em plasmécitos *®. Na figura 16 é representado o alvo molecular
do RTX.
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(rituximab) o cD20
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Figura 16. Alvo molecular do RTX (Adaptado de Kukar et al., 2009 '%3).

A ligacdo ao antigénio CD20 das células B conduz a morte e deplecdo destas células. Os
mecanismos responsaveis pela morte celular sdo a citotoxicidade mediada por anticorpos, a
lise mediada pelo complemento e a apoptose "®*'®°, Apesar da profunda deplecdo das células
B, induzida por este tratamento, nao se verificou na maior parte dos estudos realizados com

este farmaco efeitos de toxicidade grave °.

Na pratica clinica, o RTX é prescrito a doentes com AR, nos quais o tratamento com, pelo
menos, um antagonista do TNF-a falhou "7""73, Este farmaco também é usado como primeira
escolha em doentes com contraindicacdo absoluta ou relativa para a utilizacao de

antagonistas do TNF-a 7.

3.5 Bloqueadores da ativacao linfocitos T - Abatacept

Os linfocitos T, particularmente os linfocitos T auxiliares, desempenham um papel crucial na
fisiopatologia da AR, tal como foi descrito. A ativacdo das células T CD4+ requer a
apresentacao antigénica pelas APCs e a co-estimulacdo via CD80/86 e CD28, respetivamente
expressas nas APCs e nos linfocitos T. Apos serem ativadas, as células T passam a expressar o

antigénio 4 associado ao linfocito T (CTLA4), que é uma imunoglobulina imunorreguladora,
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que se liga as moléculas CD80 e CD86, com afinidade 500 a 2500 vezes superior ao CD28. Esta

interacao tem como objetivo terminar a resposta dos linfocitos T 7.

O ABT é uma proteina de fusdo totalmente humanizada, solUvel, que compreende o dominio
extracelular de CTLA4 humano, ligado a porcao Fc modificada da IgG1 humana modificada,
formando o complexo Ig-CTLA4 >, Na figura 17 encontra-se representado o alvo molecular do
ABT.
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Figura 17. Alvo molecular do ABT (Adaptado de Kukar et al., 2009 '%).

Este agente tem uma elevada afinidade de ligacao para CD28 e compete com este marcador
para a ligacdo ao CD80/86, interferindo assim com a ativacdo das células T "¢"7, O ABT é
também responsavel pela reducédo da ativacao das células T de memoria e impede as células
T de induzir diferenciacdo de células B em plasmocitos. Como tal, afeta principalmente a
imunidade adaptativa ou imunidade antigénio especifica, com menor efeito sobre a

imunidade inata "’%.

Na pratica clinica, o ABT encontra-se aprovado para doentes com AR, nos quais o tratamento

com DMARDs convencionais ou antagonistas do TNF-a tenha falhado '.

3.6 Eficacia

A eficacia dos farmacos biotecnologicos no tratamento da AR e de muitas outras IMIDs tem

sido demonstrada através da realizacao de ensaios clinicos um pouco por todo o mundo.

Em geral, estes ensaios usam os parametros definidos pela ACR e a EULAR para avaliar a
eficacia dos antagonistas do TNF-a no tratamento da AR, como os critérios ACR, DAS28 e HAQ,

entre outros '”°.

Uma das medidas usadas para avaliar a atividade da doenca sado os critérios ACR20, 50, 70 e
90, que indicam as melhorias clinicas de 20, 50, 70 e 90%, respetivamente, em varios
parametros, como o nimero de tenddes e articulacdes inchadas, os niveis de CRP, medidas da

dor por meio de uma escala visual analogica, e a avaliacdo global do médico ou do doente ”°.
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Outra medida importante é a avaliacdo da extensao do dano articular avaliada por meio de

radiografias simples, através do indice de Sharp modificado '°.

No geral, todos os inibidores do TNF-a demonstraram uma eficacia excelente em doentes AR.
Estes agentes conduzem a melhorias nos sinais e sintomas (dor nas articulacdes e inchaco),
nos parametros laboratoriais de inflamacédo (VS e CRP) e retardam ou impedem a progressao

radiografica da leséo articular .

Os efeitos terapéuticos dos agentes anti-TNF-a sdo claramente melhores do que os obtidos
com DMARDs convencionais, mas alguns doentes nao respondem a esta terapia. No entanto,
varios estudos demonstraram que os doentes que entraram em falha terapéutica com um

inibidor do TNF-a, ainda podem responder bem a qualquer um dos outros '®.

Também a eficacia do RTX tem sido demonstrada pela realizacdo de varios ensaios clinicos.
Este farmaco conduz, ndo so, a melhorias nos sinais e sintomas da AR ativa, mas também
abranda ou interrompe a progressao dos danos articulares, observada por raios-X '*'"'®2, Além

disso, esta terapia conduz a uma reducéo significativa das concentracdes de FR '8,

O tratamento com AKR revelou um abrandamento da progressao radiologica carateristica da

AR e melhorias significativas nos sinais e sintomas da patologia '*¢'%,

O ABT tem-se mostrado eficiente no tratamento dos sintomas clinicos da AR e no

impedimento da progressao radiografica dos danos articulares ",

3.7 Seguranca e Imunotoxicidade

Os farmacos biologicos tém sido amplamente aplicados no tratamento da AR e como

consequéncia apresentam um perfil de seguranca bem estabelecido e caracterizado '®.

O conceito de imunotoxicidade compreende quatro aspetos distintos, a imunossupressao, a
imunoestimulacao ou imunoativacao, a hipersensibilidade e a autoimunidade, tendo em conta

os efeitos imunotoxicos e as consequéncias clinicas adversas associadas '®.

O elevado potencial imunotoxico da terapéutica biologica estd relacionado com uma
combinacdo de diversos fatores entre os quais: a natureza da molécula, embora cada vez
mais humanizadas; as moléculas de elevado peso molecular e n&o-enddgenas sao
normalmente reconhecidas como estranhas pelo sistema imunitario; o mecanismo de acao e
alvo terapéutico envolve um componente-chave ou uma via do sistema imunitario; e as
caracteristicas do doente, frequentemente imunodeprimidos e/ou com condicao

imunopatoldgica subjacente '®.

As reacbes adversas relacionadas com a imunossupressao e a autoimunidade sao as mais

comuns com a terapéutica bioldgica **'%,
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A imunossupressao esta associada ao aparecimento de complicacdes infeciosas (oportunistas
ou atipicas) e, como menos frequéncia, a neoplasias de origem viral . As infecdes sdo
efeitos secundarios potencialmente graves de qualquer medicamento que modifica as
respostas imunes, e as infecGes bacterianas e virais continuam a ser uma fonte de

preocupacido em doentes tratados com agentes inibidores do TNF-a na AR "1,

As complicacdes infeciosas associadas a terapéutica anti-TNF-a incluem novas infecoes
(oportunistas), agravamento de infecdes existentes ou reativacao de infecoes lactentes. Sao
conhecidos casos de infecoes bacterianas (Mycobacterium tuberculosis, Listeria
monocytogenes, Cryptococcus, Nocardia, Salmonella, Brucella e Bartonella), infecoes
fUngicas (Histoplasma capsulatum, Candida e Aspergillus fumigatus), infecoes protozoarias
(Toxoplasma) e infecdes virais (Citomegalovirus, Herpes zoster, Parainfluenza, Adenovirus e
Paramixovirus e Ortomixovirus). A infecdo por Mycobacterium tuberculosis é a mais

frequentemente documentada %%,

De particular interesse sdo varios estudos que
descrevem a reativacdo de infecdes latentes de Mycobacterium tuberculosis '®. A possivel
reativacao de tuberculose (TB) latente tem sido descrita desde a comercializacdo de
farmacos inibidores do TNF-a, onde mais de 50% dos casos descritos envolveram infecGes
extra-pulmonares, a maior parte deles tém ocorrido na Europa, em doente com uma historia

conhecida de TB '

. Como o TNF-a desempenha um papel importante na defesa do
hospedeiro contra M. tuberculosis, tais observacdes clinicas tém levado a introducdo da

triagem de TB antes do inicio do tratamento '*'.

Os inibidores do TNF-a também tém sido associados ao desenvolvimento de doencas
autoimunes como lUpus eritematoso sistémico, sindrome do tipo lupus, vasculite cutanea,

doenca pulmonar intersticial, e doenca de Behcet ¢,

Os efeitos adversos mais frequentes no tratamento com o RTX sdo reacoes de infusdo, que sao
observadas em 30 a 45% dos doentes na primeira infusao, mas menos frequente em doses
subsequentes '®*. Este farmaco esta também associado a infecdes bacterianas e flingicas, que
sao observadas em menos de 30% dos doentes tratados com o RTX, mas infecdes severas e
oportunistas, como o caso de TB observada nos doentes tratados com inibidores do TNF-a, sao
raras '°%. Contudo, o RTX foi associado ao desenvolvimento de leucoencefalopatia multifocal

progressiva, consequéncia de complicacdes infeciosas em doentes com lUpus eritematoso '®*.

Devido ao facto do alvo desta terapia ser direcionado apenas para linfocitos B que expressam
CD20 e como consequéncia nao levar a eliminacao de plasmocitos, a maior parte dos doentes
tratados com o RTX apresentam niveis de imunoglobulinas normais. No entanto, as alteracoes
mais evidentes sao observadas com o subtipo IgM, onde cerca de 25% dos doentes apresentam

niveis baixos desta imunoglobulina .

Os efeitos adversos mais frequentemente relatados com o uso do TCZ apresentam uma leve a

moderada e incluem infecoes do trato respiratério, nasofaringites, cefaleias e hipertensao.
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Este farmaco leva ao aumento das concentracdes de colesterol e triglicéridos '*°. No entanto,
um estudo identificou também a supressdo marcada do nimero de neutréfilos no sangue
periférico de doentes com AR, um dia ap6s a administracdo de TCZ. A neutropenia pode
predispor ao desenvolvimento de infecoes, pois esta representa um fator de risco adicional a

um estado imunodeprimido subjacente 2°.

A AKR é razoavelmente bem tolerada, com reacdes de infusao sendo os efeitos adversos mais

201202 Estas reacdes ndo necessitam de

comuns, ocorrendo em, até 70% dos doentes
tratamento e pode diminuir com o uso continuado. Um aumento da incidéncia de infecoes

graves foi também observado no tratamento com este farmaco .

O ABT apresenta um perfil de seguranca semelhante ao dos outros farmacos biotecnologicos,
sendo que os efeitos adversos compreendem reacdes de infus@do e um risco aumentado de

infecoes 74204,

3.8 Imunogenicidade

A administracao de agentes biologicos, tais como farmacos anti-TNF-a e outros farmacos,
pode levar a formacao de anticorpos neutralizantes e nao neutralizantes, como tem sido

demonstrado em varios estudos 2°2%,

A imunogenicidade dos antagonistas do TNF-a tem sido amplamente investigada devido as
suas possiveis repercussoes sobre a eficacia e seguranca terapéuticas. Os varios inibidores
apresentam diferente imunogenicidade, que é influenciada por fatores como a via de
administracao, medicacao concomitante, a dose e plano de tratamento, genética, idade e
sexo, estado imunologico e nutricional, caracteristicas da doenca, o tamanho e a estrutura do
farmaco, o nimero de epitopos, a taxa de depuracdo de complexos imunes e a solubilidade
do farmaco *®. Os mecanismos que conduzem a formacéo de anticorpos antifarmaco e auto-

anticorpos, e que agora hao ser descritos, sao apresentados na figura 18.
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Figura 18. Mecanismos de autoimunidade e de imunogenicidade associados aos antagonistas do TNF-a
(Adaptado de Atzeni et al., 2012 '),
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Ensaios clinicos randomizados mostraram que 25 a 40% dos doentes com doenca inflamatoria
do intestino desenvolvem resisténcia ou reacbes adversas a agentes anti-TNF-q,
provavelmente por causa de anticorpos neutralizantes °>*”. Dado que o IFX e o ETA tém sido
utilizados durante mais tempo, a sua imunogenicidade esta melhor caracterizada do que a dos
outros agentes. Além disso, a estrutura quimérica, a dose, via de administracao, e frequéncia

de administracdo de IFX aumentam a sua imunogenicidade 2*.

As diferencas estruturais observadas entre os agentes anti-TNF-a afetam a sua
imunogenicidade, mas o desenvolvimento de anticorpos antifarmaco também pode ser

influenciado por uma infecio concomitante 2°52%,

Tem sido relatado que os doentes com AR e de doenca de Crohn que sdo tratados com
inibidores seletivos do TNF-o desenvolvem auto-anticorpos, tais como ANA, anticorpos anti-
dsDNA e anti-fosfolipidos (aPL) '%%2%°.

Os anticorpos antifarmaco podem impedir a resposta clinica e a atividade de controlo das
doencas, afetando a biodisponibilidade do farmaco, farmacocinética e farmacodindmica 2
2% No entanto, em alguns casos, a eficacia clinica dos inibidores do TNF-a pode nao ser
afetada pela presenca de anticorpos antifarmaco, provavelmente porque tém baixa afinidade
para o farmaco ou nao interagem com ele, ou porque o tratamento concomitante com
farmacos imunossupressores, tais como a azatioprina ou o MTX, pode diminuir a formacao

destes anticorpos, no entanto, o mecanismo exato nao é conhecido 2%'°,

206207~ A prevaléncia de

O IFX induz a secrecdo de anticorpos anti-quiméricos humanos
anticorpos anti-IFX varia de 12% a 44% em doentes com AR, e de 6% a 61% em doentes com

doenca de Crohn 2",

Os anticorpos anti-ETA ndo neutralizantes foram detetados em alguns doentes 2082%

Klareskog e os seus colaboradores avaliaram recentemente a seguranca a longo prazo e
eficacia do ETA com e sem terapia com DMARDs concomitantes em doentes com AR, e
descobriram que a relacdo entre os niveis de auto-anticorpos e os eventos clinicos ndo era
estatisticamente significativa *'2. Além disso, menos de 5% dos doentes eram positivos para

anticorpos anti-ETA anticorpos, 0s quais eram nao-neutralizantes .

Alguns doentes desenvolvem anticorpos anti-idiotipo ADA-especificos, que foram observados
em 12% dos doentes em ensaios clinicos em monoterapia com o ADA e em 1% doentes que
receberam a terapia combinada com o MTX 2, Estes anticorpos foram encontrados em 6 a

87% dos doentes com AR 2%,

No entanto, o desenvolvimento de anticorpos contra o IFX, o ETA ou o ADA nao esta
relacionado com uma diminuicdo na eficacia e a uma interrupcéo precoce do tratamento 2'*.
Isto sugere que a correlacdo entre a presenca de anticorpos antifarmaco e as respostas

clinicas ou reacdes de infusdo dependem do tipo de anticorpo (IgG, IgM ou IgA) .
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Thurlings e os seus colaboradores investigaram a prevaléncia de anticorpos anti-RTX e a sua
relevancia clinica para a efetividade da terapéutica com o farmaco em doentes com AR. Estes
investigadores associaram a presenca de anticorpos antifarmaco (8,6% dos doentes) aos niveis

mininos de RTX 4,

Aproximadamente 12% dos doentes com doenca de Crohn tratados com CTZ desenvolvem
anticorpos antifarmaco 2. O impacto clinico destes anticorpos permanece desconhecido ',

Varios estudos tém mostrado que o IFX levou ao desenvolvimento de ANA em 29 a 76,7% e
anticorpos anti-dsDNA em 10 a 29% dos doentes que participam em ensaios clinicos. Doentes
tratados com ETA revelaram uma prevaléncia de ANA e anticorpos anti-dsDANA de 11 a 36% e
5 a 15%, respetivamente. No caso dos doentes tratados com ADA, os resultados revelaram

uma prevaléncia de ANA e anticorpos anti-dsDNA de 12,9% e de 5,3%, respetivamente .

3.9 Monitorizacao da terapéutica

Devido aos elevados custos, entre 12000 e 18000 euros por ano e por doente *'°, e aos efeitos
adversos significativos da terapéutica com farmacos biologicos, torna-se particularmente
importante efetuar uma eficiente monitorizacdo da terapéutica. Sabe-se que cerca de 30 a
40% dos doentes submetidos a esta terapia com antagonistas do TNF-a, entram em falha
terapéutica '*’. Ao longo dos Gltimos anos, muitos grupos de investigacdo tem centrado o seu
interesse em tentar encontrar biomarcadores de valor predito para prever a falha de
terapéutica destes agentes ou a necessidade de trocar para outro farmaco bioldgico. Estes
estudos tém sido realizados em duas vertentes, uma na pesquisa de marcadores no pré-
tratamento que permitam avaliar se o doente é candidato a esta terapia, e outra na pesquisa

de marcadores durante o tratamento que permitam antecipar a falha da terapéutica.

Os parametros classicamente usados para monitorizar a terapéutica, DAS28, HAQ, ACR20, 50,
70 e 90, CRP e VS, apresentam grandes limitacdes, nomeadamente devido a subjetividade de

algumas avaliaces e a variacdes observadas entre os doentes *2.

Assim, nos Ultimos anos, varios parametros tém sido estudados a fim de verificar a sua

aplicabilidade e o seu valor preditivo para monitorizar a terapéutica bioldgica.

3.9.1 Quantificacdo dos niveis séricos de farmaco e de anticorpos antifarmaco

Varios investigadores tém defendido que a avaliacdo dos niveis séricos de farmaco e dos niveis
séricos de anticorpos antifarmaco sdao uma ferramenta essencial para a monitorizacao dos
doentes que se encontram a realizar terapia bioldgica 2'¢. No entanto, questdes controversas
continuam a ser suscitadas acerca do significado clinico destes parametros e a sua aplicacao

nao esta totalmente estabelecida.
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Existem varias evidéncias que suportam a importancia da quantificacdo dos niveis séricos de

2® Em primeiro lugar, a farmacocinética dos

farmaco e de anticorpos antifarmaco
antagonistas do TNF-a apresenta variabilidade inter-individual consideravel, isto &, a mesma
dose de IFX baseada no peso produz niveis séricos de IFX substancialmente diferentes 2'’. Esta
variabilidade é provavelmente atribuivel a diversidade de caracteristicas do doente (em
relacdo a fisiologia e ao background genético), as caracteristicas da doenca (a gravidade da
inflamacdo e mecanismos fisiopatologicos), e ao uso farmacos concomitantes (MTX) 2'®. Numa
determinada dose de IFX, as concentracdes séricas minimas variaram amplamente entre os
doentes. Variabilidades inter-individuais semelhantes na farmacocinética de inibidores do
TNF-a tém sido observadas com o ADA e o ETA ", Em segundo lugar, os efeitos de um
agente anti-TNF-a dependem da sua concentracao. Estudos publicados desde 2002 mostraram

217,221
X ’

que a taxa de resposta clinica aumenta com a concentracao IF . Subsequentemente,

22224 Em (ltimo lugar, estes

foram obtidos resultados semelhantes com o ADA e o ETA
agentes biologicos sdo imunogénicos. A taxa de formacdo de anticorpos antifarmaco variou
entre estudos, mas foi mais elevada com os anticorpos monoclonais contra o TNF-q,
independentemente do grau de humanizacdo dos dominios variaveis 2'. O desenvolvimento
destes anticorpos esta associado com a diminuicdo da eficacia terapéutica e, em muitos
casos, com a ocorréncia de eventos adversos imuno-alérgicos 22??°, Estudos de
farmacocinética revelaram que a formacdo de anticorpos antifarmaco conduziu a um
decréscimo acentuado no tempo de semivida do farmaco **??’. A evidéncia sugere que a
exposicao inicial a baixas concentracées de farmaco pode estar associada a um maior risco de
desenvolvimento destes anticorpos, em relacdo a exposicao a concentracoes mais elevadas
28229 - Ao ajustar a dose, o risco de imunizacdo com doses baixas deve ser tido em conta,
embora o cut-off, abaixo do qual a imunizacdo é mais provavel, permaneca desconhecido e

possa variar entre doentes e os biofarmacos *'®.

3.9.2 Quantificacao dos niveis de metaloproteinases

Na AR, a destruicao progressiva da cartilagem e de outros componentes do tecido conetivo é
mediada cooperativamente por catepsinas e MMPs e ocorre um desequilibrio dos niveis de
MMP e TIMPs 2°. As MMPs sao produzidas por fibroblastos sinoviais, condrécitos e mondcitos
em resposta a presenca de citocinas pro-inflamatorias, como a IL-1 e o TNF-a, e de fatores de
crescimento, como o fator de crescimento epidérmico e o fator de crescimento derivado das

plaquetas »'.

As MMP formam uma familia de enzimas estruturalmente e funcionalmente relacionadas, que
podem ser subdivididas em cinco grupos: colagenases (MMP-1, MMP-8, MMP-13), gelatinases
(MMP-2, MMP -9), estromelisinas (MMP-3, MMP-10, MMP-11), um grupo heterogéneo contendo
matrilisina (MMP-7), enamelisina (MMP-20) e metaloelastases de macrofagos (MMP-12, MMP-
19) e um grupo de enzimas de membrana (MT1-MMP a MT6-MMP). Estes mediadores sao

expressos por células de cartilagem articular e da membrana sinovial, bem como por
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osteoclastos 2*°. As atividades enzimaticas das MMPs sdo estritamente controladas por inibicdo
com inibidores especificos, TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4 232,

Na AR, os fibroblastos sinoviais produzem principalmente MMP-1, 3,9, 10 e 13 253,

A MMP-1, também conhecida por colagenase, e a MMP-3, também conhecida por
estromelisina-1, sao as enzimas mais importantes envolvidas na destruicao articular
observada na AR **. A MMP-1 degrada o colagénio tipo Il e a MMP-3 degrada uma variada
gama de proteinas da matriz, incluindo PG, laminina e fibronectina e colagénio tipo IV, VII, IX

e XI 2, Esta (ltima tem ainda a capacidade de ativar outras MMPs, como a MMP-2 e 9 2,

Estudos revelaram que os niveis de MMP-1 e de MMP-3 encontram-se aumentados no liquido

R 2¢2¥ "@ que os niveis séricos de MMP-3 estdo correlacionados com

sinovial de doentes com A
os niveis de MMP-3 produzidos na membrana sinovial, e que estes refletem o nivel de
atividade da sinovite reumatoide. A MMP-3 é um marcador sistémico, que reflete a
inflamacao articular local e pode ser um marcador de inflamacdo especifico da membrana

sinovial 2%,

Estudos adicionais demonstraram que os niveis séricos de MMP-3 diminuem em doentes com

resposta clinica a DMARDs 23924,

Brennan e os seus colaboradores avaliaram os niveis de MMP-1 e MMP-2 em doentes com AR,
submetidos a um tratamento de curta duracdo com um antagonista do TNF-a. O estudo
revelou que este agente provoca uma diminuicado significativa e mantida dos niveis séricos de
MMP-3 e, em menor extensao, de MMP-1. Este estudo confirma resultados obtidos
anteriormente em doentes com AR, onde os niveis de MMP-3 sdo elevados e correlacionam-se
com as medidas de inflamacdo da doenca, e além disso, demonstra que os niveis séricos de
MMP-3 e de MMP-1 sao regulados negativamente por antagonistas do TNF-a. Embora os niveis
séricos de MMP-3 estejam correlacionados com os niveis de CRP antes e apds o tratamento,
ainda nao foi demonstrado que os niveis de MMP-3 e/ou MMP-1 refletem os processos de

reabsorcao da cartilagem e do osso 2**.

Durez e os seus colegas observaram que os niveis de MMP-3 diminuem significativamente em

doentes com AR apds 6 semanas de tratamento com IFX 4.

A MMP-9 é uma enzima que degrada componentes da matriz extracelular, como o colagénio
tipo IV, fibronectina e vitronectina e é um mediador inflamatorio envolvido no
desenvolvimento de eventos cardiovasculares . A sua expressdo encontra-se aumentada na
membrana sinovial e os niveis séricos e sinoviais encontram-se elevados em doentes com AR
22 Kotani e os seus colaboradores investigaram o efeito do IFX nos niveis séricos de MMP-9
em doentes com AR. Este grupo de estudo observou que os niveis de MMP-9 eram mais
elevados em doentes com a doenca ativa e que o IFX provocou uma reducao significativa dos

niveis deste mediador 2.
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3.9.3 Outros parametros

Outros parametros tém sido propostos para a monitorizacao da terapéutica bioldgica.

Koga e os seus colegas avaliaram o recetor ativador da plaminogénio-urocinase solUvel (UPAR)
como biomarcador de valor preditivo da resposta ao ADA. Avaliaram também o fator inibidor
da migracdo de macréfagos (MIF) e o VEGF. Este grupo de investigacao registou uma
diminuicao significativa do MIF, VEGF e uPAR nos doentes que responderam positivamente ao
tratamento, o que ndo se observou nos doentes nao responsivos ao tratamento. Além disso, os
niveis de uPAR na linha base do tratamento eram significativamente mais elevados nos
doentes que ndo responderam a terapia. Os autores concluiram, assim, que o UPAR pode ser
um biomarcador preditivo de falha primaria do tratamento com o ADA em doentes com AR **,
Em 2012, Matsuyama e os seus colegas avaliaram os niveis séricos de IL-33, seis meses apos o
tratamento com IFX ou ETA e concluiram que estes diminuiram significativamente nos doentes
respondedores, enquanto que nos doentes nao respondedores ao tratamento nao se
alteraram. A elevacdo sustentada dos niveis séricos e/ ou sinoviais de IL-33 pode ser
responsavel pela fraca resposta a inibidores do TNF-a, embora o mecanismo através do qual

os inibidores do TNF-a afetam os niveis de IL-33 permaneca desconhecido **.

Bobbio-Pallavicini e o colegas avaliaram os niveis de FR e anticorpos anti-CCP em doentes
com AR, sob terapéutica biolégica com o IFX, ou o ADA ou o ETA e observaram que, de acordo
com a resposta clinica, os antagonistas do TNF-a parecem reduzir os niveis do FR IgA, IgM e
IgG. Além disso, os investigadores concluiram também que os niveis elevados de FR IgA, no

pré-tratamento, estdo associados a uma fraca resposta clinica aos inibidores de TNF-a .

Tem-se observado o desenvolvimento de anticorpos aCL durante o tratamento com inibidores
do TNF-a. Jonsdottir associou o aumento da prevaléncia destes anticorpos em doentes com
AR que se encontram a realizar terapéutica biologica com o IFX e o ETA. Este estudo permitiu
também concluir que o desenvolvimento de anticorpos aCL durante o tratamento com IFX

esta associado aos piores resultados clinicos, mas ndo se observou o mesmo com o ETA 2.

Como foi demonstrado, nos Ultimos anos varias ferramentas tém emergido para monitorizar a
terapéutica biologica. Contudo, na pratica clinica diaria a monitorizacdo da terapia continua
a ser subvalorizada e provavelmente devido a auséncia de padrbes para a efetuar eficiente e

rentavelmente na rotina laboratorial.
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Il. Objetivos

Este projeto de investigacdo consistiu num estudo retrospetivo desde o ano de 2008, até ao
presente ano e a amostra inicial incluiu todos os doentes com Artrite Reumatoide (AR),
seguidos nas consultas das doencas Autoimunes da Unidade Local de Salde da Guarda (CDAI-
ULSG). O presente trabalho teve como objetivo analisar o impacto da terapéutica com
agentes bioldgicos no Disease Activity Score (DAS28) e em diferentes parametros laboratoriais

em doentes com AR.

Consequentemente, partindo de uma populacao de doentes com AR, seguidos nas CDAI-ULSG,
gue se encontram ou encontraram submetidos a terapéutica biologica e de um grupo de
controlo constituido por doentes com AR, ndo submetidos a agentes bioldgicos, delinearam-se

os seguintes objetivos:

1. Caracterizar a populagdo do ponto de vista da historia clinica, especialmente no que se
refere ao DAS28 e evolucdo da doenca, idade, sexo, tempo do diagndstico,

terapéutica em uso e suas alteracdes, caso existam;
2. Analisar aos dados referentes ao parametro clinico DAS28;

3. Analisar aos dados referentes aos niveis serologicos de parametros hematologicos:
contagem de leucdcitos, contagem de eritrocitos e calculo dos respetivos indices

hematoldgicos e contagem de plaquetas;

4. Analisar aos dados referentes aos niveis serologicos de parametros imunologicos:
anticorpos anti-péptido ciclico citrulinado (anti-CCP), anti-vimentina mutada
citrulinada (anti-MCV), fator reumatoide (FR), FR IgA e FR IgM e marcadores da

resposta de fase aguda, velocidade de sedimentacao (VS) e proteina C reativa (CRP);
5. Correlacionar os dados laboratoriais com o DAS28 e com a terapéutica realizada;
6. Analisar os perfis de evolucao da doenca para cada doente;

7. Correlacionar parametros laboratoriais com o DAS28.
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lll. Material e Métodos

1. Selecao da amostra

A amostra inicial incluiu todos os doentes com Artrite Reumatoide (AR), seguidos nas

consultas das doencas Autoimunes da Unidade Local de Salde da Guarda (CDAI-ULSG).

Apds a aprovacéo do projeto pela Comissdo de Etica da Unidade Local de Salde da Guarda, os
processos clinicos dos doentes com AR foram consultados e revistos. Para cada doente foi
recolhida informacao sobre a informacao demografica (idade e género), medicacao utilizada
(inicio, duracao e tipo de tratamento), Disease Activity Score (DAS28), e outras informacoes,

como a presenca de patologias secundarias e efeitos adversos.

Foram selecionados um total de 25 doentes e estes foram separados em dois grupos, um
grupo de controlo, constituido por 14 doentes com AR que nao se encontravam a efetuar
terapéutica biologica, e um grupo de estudo constituido por 11 doentes com histdrico de
prescricao de farmacos bioldgicos. A auséncia de dados clinicos, levou a exclusdao prévia de

alguns doentes deste estudo.

2. Parametros analisados

Os parametros selecionados para analise incluiram todos os que sao habitualmente utilizados
na monitorizacao clinica da AR e resultados terapéuticos. Desta forma, procedeu-se a analise

de parametros hematologicos e imunologicos.

2.1 Parametros hematoloégicos

Os parametros hematoldgicos, contagem de leucdcitos, contagem de eritrocitos e calculo dos
respetivos indices hematoldgicos e contagem de plaquetas, foram analisados por citometria

de fluxo.

A velocidade de sedimentacao (VS) foi obtida pelo método de Westergren modificado.

2.2 Parametros imunolégicos

A Proteina C reactiva (CRP) foi determinada por turbidimetria.

O fator reumatoide (FR) foi determinado por turbidimetria.
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Os anticorpos anti-péptido ciclico citrulinado (anti-CCP), anti-vimentina mutada citrulinada

(anti-MCV) e FR IgA e IgM foram determinados por imunoensaios fluroenzimaticos (FEIA).

3. Andlise dos resultados

Os dados recolhidos foram tratados no programa SPSS (Statistical Package for the Social

Sciences) versao 20.

De modo a selecionar corretamente o teste estatistico apropriado para efetuar a analise
comparativa entre os dois grupos definidos, procedeu-se a verificacdo da normalidade das
variaveis, utilizando o teste de Kolmogorov-Smirnov e teste de Shapiro & Wilk, e da

homogeneidade das variancias, recorrendo ao teste de Levene.

Assim, de acordo com as normas estatisticas, quando se verificam simultaneamente os dois
pressupostos anteriores, a analise comparativa entre dois grupos é realizada comparando os
valores médios das varidveis quantitativas, recorrendo ao teste t-Student. Caso um dos
pressupostos ndo seja verificado, a analise comparativa entre dois grupos deve ser efetuada

com o teste de Mann-Whitney-Wilcoxon, recorrendo as medianas das variaveis.

Para efetuar uma analise comparativa entre mais de dois grupos, nos quais se verifiquem
simultaneamente os dois pressupostos anteriormente descritos, recorre-se ao teste One-Way-

Anova, que compara as médias das variaveis entre os diferentes grupos, simultaneamente.

44



Artrite Reumatoide: Impacto da terapéutica com agentes bioldgicos nos parametros clinicos e laboratoriais

IV. Resultados

1. Caracterizacdao da amostra

O presente estudo clinico retrospetivo incluiu dados clinicos e laboratoriais desde o ano de
2008 até ao presente ano dos doentes com artrite reumatoide (AR) acompanhados nas
consultas das doencas Autoimunes da Unidade Local de Salide da Guarda (CDAI-ULSG). Para a
realizacao deste estudo, foram envolvidos um total de 25 doentes com AR, que foram
separados em dois grupos: um grupo de estudo, constituido por 11 doentes que efetuaram
tratamento com farmacos biologicos, e um grupo de controlo, constituido por 14 doentes que
nao efetuaram terapéutica biologica. As caracteristicas demograficas dos doentes envolvidos

neste estudo sao apresentadas na tabela 4.

Tabela 4. Caracteristicas demograficas dos 25 doentes com AR envolvidos no estudo.

Grupo de Controlo Grupo de Estudo
(n = 14) (n=11)
Idade (anos) 65,5 + 15,1 54,9 + 18,0
Sexo feminino 12 (85,7%) 11 (100%)

No grupo de estudo, todos os doentes envolvidos eram do sexo feminino, com idades entre os
20 e os 81 anos (média = 54,9 anos + 18,0). No grupo de controlo, a amostra incluiu
maioritariamente doentes do sexo feminino (85,7%), com idades compreendidas entre 31 e os

83 anos (média = 65,5 anos + 15,1).

Devido a auséncia de registos clinicos, na maioria dos casos nao foi possivel averiguar a idade

de diagnostico da patologia e consequentemente o tempo de duracdo da mesma.

2. Caracterizacao do perfil farmacoterapéutico

0 perfil farmacoterapéutico dos doentes envolvidos neste estudo é apresentado na tabela 5.
Os dados apresentados nao refletem o tratamento efectuado a data da consulta dos processos
clinicos, mas sim, os farmacos prescritos ao longo dos Ultimos 5 anos em que os doentes

foram acompanhados nas CDAI-ULSG.

Ao nivel do tratamento convencional, observou-se que a terapéutica sintomatica com anti-
inflamatoérios nao esteroides (AINEs) era usada em 81,8% e 57,1% e a corticoterapia era
aplicada em 54,5% e 92,9% dos doentes do grupo de estudo e do grupo de controlo

respetivamente. O etorixcoxib foi o AINE mais prescrito em ambos os grupos e a prednisolona
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o corticosteroide mais prescrito nos dois grupos. Na maioria dos casos, a terapéutica

sintomatica foi feita com combinacao de AINEs e corticoterapia.

A prescricdo de farmacos antirreumaticos modificadores da evolucdo da doenca (DMARDs)
classicos foi observada em 63,6% e 100% dos doentes do grupo de estudo e do grupo de
controlo, respetivamente, sendo que no grupo de estudo o MTX foi o farmaco deste tipo mais
prescrito (36,4%), enquanto que no grupo de controlo se registou igual prescricdo de MTX e
hidroxicloroquina (64,3%). Nos restantes doentes de ambos os grupos nao se registou a
prescricao de DMARDs, devido a ocorréncia de eventos adversos, como hepatotoxicidade, ou

por contraindicacao.

Tabela 5. Perfil farmacoterapéutico dos 25 doentes com AR envolvidos no estudo.

Grupo de Controlo Grupo de Estudo
Tratamento
AINEs 8 (57,1%) 9 (81,8%)
Celecoxib 2 (14,3%) 2 (18,2%)
Naproxeno 0 (0,0%) 1 (9,1%)
Etorixcoxib 7 (50,0%) 4 (36,4%)
Meloxican 0 (0,0%) 3 (27,3%)
Corticosteroide 13 (92,9%) 6 (54,5%)
Prednisolona 9 (64,3%) 4 (36,4%)
Metilprednisolona 1 (7,1%) 0 (0,0 %)
Deflazacorte 5 (35,7%) 2 (18,2%)
DMARD:s classicos 14 (100%) 7 (63,6%)
MTX 9 (64,3%) 4 (36,4%)
Hidroxicloroquina 9 (64,3%) 3 (27,3%)

0 historial de terapéutica bioldgica é apresentado na tabela 6.Através da analise dos dados
recolhidos, verificou-se que os antagonistas do TNF-a constituem a primeira linha de escolha,
por parte dos clinicos. Deste tipo de agentes bioldgicos, como primeira linha de tratamento, o
adalimumab (ADA) foi prescrito a 54,5% dos doentes, o etanercept (ETA) a 27,3% e o
golimumab (GOL) e infliximab (IFX) a 9,1% dos doentes. Na presente amostra, verificou-se que
em 7 doentes (63,6%) houve substituicdo do primeiro farmaco por um segundo agente

biolégico e num doente por um terceiro e quarto farmacos.

Nao foi possivel verificar em todos os doentes a administracdo de MTX em associacao com o

farmaco biologico, pela falta de registos clinicos.

Os motivos que levaram a decisao clinica de substituir o farmaco bioldgico nestes doentes
foram variados, sendo que o agravamento da sintomatologia foi o principal. No entanto, em

alguns casos, a mudanca de agente bioldgico ocorreu devido a ocorréncia de eventos
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secundarios, como infecbes e reacdes de infusdo ou ao agravamento de patologias

secundarias.

Tabela 6. Alteracoes a terapéutica biologica nos 11 doentes com AR.

Farmaco Biologico 12 Linha 22 Linha 32 Linha 4? Linha

Adalimumab 6 (54,5%) 1 (9,1%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Golimumab 1 (9,1%) 1 (9,1%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Etanercept 3 (27,3%) 3 (27,3%) 0 (0,0%) 1 (9,1%)
Infliximab 1 (9,1%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Rituximab 0 (0,0%) 1 (9,1%) 1 (9,1%) 0 (0,0%)
Tocilizumab 0 (0,0%) 1 (9,1%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Nao substituiu 2 (18,2%) 5 (45,5%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Descontinuou 2 (18,2%) 1 (9,1%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

3. Andlise dos parametros clinicos e laboratoriais

Para avaliar a eficacia clinica do tratamento com farmacos convencionais e do tratamento
com agentes biologicos, procedeu-se a recolha dos dados clinicos referentes ao Disease
Activity Score (DAS28) e dos dados laboratoriais dos doentes envolvidos no estudo, de forma a
efetuar um estudo comparativo entre os grupos anteriormente referidos e caraterizados. O

numero de doentes analisados (n) varia com o parametro a analisar.

3.1 Parametro clinico

Como descrito anteriormente no capitulo referente a metodologia, procedeu-se a verificacao
da normalidade das variaveis e da homogeneidade das variancias. Assim, de acordo com as
normas estatisticas, o DAS28 foi analisado pelo teste t-Student. A analise comparativa do

DAS28 entre o grupo de controlo e o grupo de estudo é apresentada na tabela 7.

Tabela 7. Valores médios de DAS28 e respetivos desvios padrao para o grupo de controlo e para o grupo

de estudo.
Grupo de Controlo Grupo de Estudo
Parametro
n Média + SD n Média £ SD
DAS28 14 3,22+1,03 10 3,83+0,98

Na comparacao do DAS28 entre os dois grupos analisados, nao foram observadas diferencas

estatisticamente significativas.
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3.2 Pardmetros hematolégicos

A nivel estatistico, procedeu-se da forma previamente descrita. Assim, a contagem de
leucdcitos, neutrdfilos, linfocitos, mondcitos, eritrocitos, quantificacdo da hemoglobina, os
indices hematimétricos hematocrito, hemoglobina corpuscular média (MCH), concentracao de
hemoglobina corpuscular média (MCHC), indice de distribuicdo dos eritrocitos (RDW),
contagem de plaquetas e velocidade de sedimentacao (VS) foram analisados pelo teste t-
Student, enquanto que o numero de eosinodfilos e basofilos e o volume corpuscular médio

(MCV) foram analisados pelo teste de Mann-Whitney-Wilcoxon.

A analise comparativa dos parametros hematologicos entre o grupo de controlo e o grupo de

estudo é apresentada nas tabelas 8 e 9, acompanhada dos valores de referéncia.

Tabela 8. Valores médios dos parametros hematoldgicos e respetivos desvios padrao para o grupo de
controlo e para o grupo de estudo, analisados pelo teste t-Student e correspondentes valores de

referéncia.

Grupo de Controlo Grupo de Estudo Valores de Referéncia
Parametro

n Média + SD n Média + SD Minimo - Maximo
Leucécitos (x10%/pL)* 14 7,25+1,12 10 6,11+1,19 3,04-8,54
Neutrofilos (x10°/pL)* 14 4,60+1,15 10 3,2620,84 1,57-5,78
Linfocitos (x10%/pL) 14 2,01+0,58 10 2,28+0,63 0,99-2,90
Mondcitos (x10%/pL) 14 0,49:0,11 10 0,42+0,11 0,15-0,47
Eritrécitos (x108/pL) 14 4,45+0,25 10 4,45+0,31 3,78-4,99
Hemoglobina (g/dL) 14 13,14+0,98 10 12,87+1,01 10,8-14,9
Hematacrito (%) 14 40,34+2,32 10 39,13+3,01 35,6-45,4
MCH (pg) 14 29,70+1,79 10 28,73+1,59 26,8-33,2
MCHC (g/dL) 14 32,69+0,84 10 32,89+0,80 30,7-34,0
RDW (%) 14 14,00+1,07 10 13,83+0,80 11,9-14,5
Plaquetas (x10°/pL) 14 240,01+55,33 10  225,74+45,18 150-361
VS (mm) 14 30,46+19,86 10 38,30+20,60 2-20

" Estatisticamente significativo ao nivel de 5%.

Tabela 9. Mediana, méaximos e minimos dos parametros hematolégicos para o grupo de controlo e para o

grupo de estudo, analisados pelo teste de Mann-Whitney-Wilcoxon e correspondentes valores de

referéncia.
Grupo de Controlo Grupo de Estudo Valores de Referéncia
Parametro Mediana Mediana . L
n . L. n . L. Minimo-Maximo
(minimo-maximo) (minimo, maximo)

Eosindfilos (x103/L) 14 0,11 (0,06-0,29) 10 0,13 (0,06-0,6) 0,02-0,38
Basofilos (x103/pL) 14 0,02 (0,01-0,09) 10 0,02 (0,01-0,03) 0,01-0,09
MCV (fL)* 14 91,38 (80,75-96,4) 10 89,13 (79,35-92) 85.0-101.0

Estatisticamente significativo ao nivel de 5%.
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Foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre o grupo de controlo e o
grupo de estudo no valor de leucocitos e neutrofilos e no indice hematimétrico MCV. Para os
restantes parametros, nao se registaram diferencas estatisticamente significativas. Salienta-
se ainda que os valores médios da maioria dos parametros se encontram dentro dos intervalos
de referéncia definidos para cada parametro. Neste contexto, o valor médio da VS destaca-

se, pois encontra-se aumentado nos dois grupos em relacao aos valores de referéncia.

Para os parametros nos quais foram observadas diferencas estatisticamente significativas
entre os dois grupos, efetuou-se uma representacao grafica, de forma a permitir uma melhor
visualizacdo dos resultados. A comparacao dos valores médios da contagem de leucocitos e
neutrofilos entre os dois grupos analisados e apresentada no grafico 1. O grafico 2 mostra a

mediana, valores maximos e minimos do MCV para ambos os grupos.

Parametros Hematologicos

9,0 -
8,0 -
7,0 -

56,0 -

5,0 -

X 4.0 -

% 3,0 -
2,0 -
1,0 -
0,0 -

03 /uL

B Grupo de Controlo

B Grupo de Estudo

Leucocitos Neutrofilos

Grafico 1. Comparacao dos valores médios e respetivos desvios padrao da contagem de leucocitos e

neutroéfilos no grupo de controlo e no grupo de estudo.

Parametros Hematologicos
Volume Corpuscular Médio (MCV)

100 -

MCV (fL)

75 r )
Grupo de Controlo Grupo de Estudo

Grafico 2. Comparacdo das medianas, maximos e minimos dos valores de MCV no grupo de controlo e no

grupo de estudo.

49



Artrite Reumatoide: Impacto da terapéutica com agentes bioldgicos nos parametros clinicos e laboratoriais

3.3 Parametros imunolégicos

A nivel estatistico, procedeu-se da forma anteriormente descrita. Assim sendo, todos os
parametros apresentados neste subcapitulo, fator reumatoide (FR), FR IgA e IgG, anticorpos
anti-péptido ciclico citrulinado (anti-CCP) e anticorpos anti-vimentina mutada citrulinada

(anti-MCV) foram analisados pelo teste de Mann-Whitney-Wilcoxon.

Nao foi possivel analisar os valores de proteina C reativa (CRP), imunoglobulinas séricas (IgG,
IgA e IgM) e fatores do complemento (C3 e C4) uma vez que os registos destes parametros

imunologicos eram quase inexistentes nos processos clinicos.

A analise comparativa dos parametros imunologicos entre o grupo de controlo e o grupo de
estudo é apresentada na tabela 10, acompanhada dos valores de referéncia definidos para

cada parametro.

Tabela 10. Mediana, maximos e minimos dos parametros imunologicos para o grupo de controlo e para o
grupo de estudo e correspondentes valores de referéncia.

Grupo de Controlo Grupo de Estudo

Parametro Valores de
Mediana Mediana Referéncia
(minimo-maximo) (minimo-maximo)

FR (Ul/mL) 14 26,05 (16-499) 10 58,18 (12-586,5) <50
Negativo < 14

FR IgA (Ul/mL) 12 16,75 (2,85-350) 8 20 (4,45-99) Duvidoso 14-20
Positivo > 20
Negativo < 3,5

FR I1gM (Ul/mL) 12 21 (1,65-2410) 8 13 (1,3-96,5) Duvidoso 3,5-5,0
Positivo > 5,0
Negativo < 7

Anticorpos anti-CCP (U/mL) 14 180,5 (33-1640) 8 322,25 (2-3765) Duvidoso 7-10
Positivo > 10

Anticorpos anti-MCV (U/mL) 12 239,5(10,18-778,5) 10 51,18 (7,56-1580) <20

Nos parametros investigados, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas

entre os dois grupos analisados.
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4, Analise dos perfis de evolucao do tratamento

Recorrendo as varias determinacdes dos parametros laboratoriais e do DAS28, disponiveis nos
processos clinicos dos doentes, pretendeu-se entender e avaliar a evolucao desses parametros

ao longo do tempo, para cada doente de ambos os grupos.

Assim, procedeu-se a este estudo para o DAS28, e para os parametros hematologicos VS,
contagem de leucdcitos, eritrocitos e plaquetas. Nao foi possivel efetuar esta analise para os
parametros imunologicos devido ao escasso numero de determinacdes disponiveis nos

processos clinicos dos doentes.

Os resultados desta analise sao apresentados em forma de graficos parametro em funcdo do
tempo. Uma vez que cada doente apresentava quantificacdes em tempos diferentes, este foi
esquematicamente representado (de 1 a x), de forma a permitir uma melhor visualizacao e
comparacao dos perfis entre os doentes. Exemplo, o doente N apresenta 13 quantificacoes,
num intervalo de tempo de aproximadamente 5 anos e o doente Y apresenta 7 quantificacoes,
num periodo de aproximadamente 3 anos. Os doentes sdo representados por letras e alguns
doentes foram excluidos desta analise, devida a inexisténcia de dados suficientes no caso de

alguns doentes.

Uma vez que os doentes do grupo de estudo apresentam um perfil terapéutico muito variavel
e de forma a indicar os momentos em que os doentes efetivamente se encontravam
submetidos a agentes biologicos, elaborou-se uma tabela que resume esses dados. A

abordagem terapéutica dos doentes do grupo de estudo é apresentada na tabela 11.

Tabela 11. Abordagem terapéutica dos doentes do grupo de estudo, com farmacos bioldgicos.

Tempo | Doente B C D E F G H | J
1 ADA Nao ETA Nao ADA Nao ADA ADA ETA
2 ADA Nao ETA Nao ADA ETA ADA ADA ETA
3 ADA Nao ETA Nao ADA ETA ADA ADA ETA
4 ADA Nao ETA Nao ADA ETA RTX ADA RTX
5 ADA Nao ETA Nao ADA ETA RTX ADA RTX
6 ADA Nao ETA RTX ADA ETA RTX ADA RTX
7 TCZ GOL ETA RTX ETA ETA RTX ADA RTX
8 TCZ GOL ETA ETA ETA RTX ADA Nao
9 TCZ Nao ADA Nao
10 TCZ RTX Nao RTX

Periodo de 3Janos 2anos 2anos 2anos 2anos 2anos 3anos 3anos 3 anos

acompanhamento e? e7 e4 eb5 e10 el e5 el e8

meses meses meses meses meses meses meses meses meses

ADA - adalimumab; TCZ - tocilizumab; GOL - golimumab; ETA - etanercept; RTX - rituximab.
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4.1 Perfil de evolucao da atividade da doenca

O perfil de evolucao do DAS28 ao longo do tempo para o grupo de controlo e para o grupo de

estudo é apresentado nos grafios 3 e 4, respetivamente.

Grupo de Controlo: Perfil do DAS28
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Grafico 3. Perfil de evolucao do DAS28 ao longo do tempo nos doentes do grupo de controlo.

Pela analise do grafico 3 podemos observar que a generalidade dos pontos relativos a medicao
do DAS28 se localiza num intervalo de valores inferiores a 3,2, sugerindo a existéncia de um
padrao. No entanto, é importante salientar que a evolucdo do DAS28 para cada doente
apresenta uma grande variabilidade ao longo do tempo, isto é, é muitas vezes marcada por
progressdes rapidas da evolucdo da doenca ou por remissdes parciais da sua atividade. O
grafico apresentado é representativo da variabilidade interindividual em resposta a uma

abordagem terapéutica semelhante.

Os doentes L, M, N, T, U e W apresentam, na generalidade dos momentos de medicao, valores
de DAS28 inferiores a 3,2, que correspondem a uma baixa atividade da doenca, apesar destes
momentos ser interrompidos por ligeiros aumentos da atividade da patologia. Estes dados

mostram e sugerem a imprevisibilidade de evolucao da AR.

Como se pode observar no grafico 3, os doentes que se encontram fora do padrao,

anteriormente descrito, sao os doentes O, P, X e Y.

O doente O, no momento 4, passou de um valor de DAS28 que corresponde a remissao da
doenca (1,5) para um valor que corresponde a elevada atividade da doenca (5,1), sem que
tenha ocorrido um agravamento fisico e sintomatoldgico da doenca, o que levou a que o

médico responsavel questionasse deste valor.

O doente P apresenta valores de DAS28 superiores a 3,2 durante todo o periodo de
acompanhamento, que correspondem a uma atividade moderada e elevada da patologia. Este

doente sofre de uma grave depressao e apresenta por isso uma sensibilidade a dor muito
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elevada, o que torna a avaliacdo das articulacoes afetadas e sensiveis pouco fidedigna. Além
disso, este doente é diabético, pelo que também os valores da VS tentem a ser elevados,
mesmo que nao diretamente relacionados com a AR, o que por sua vez leva a um aumento do

score de atividade da doenca.

O doente X apresenta valores de DAS28 superiores a 3,2 durante todo o periodo de
acompanhamento, que correspondem a uma atividade elevada da patologia. Este doente tem
também osteoporose, queratoses actinicas e problemas cardiovasculares e € um doente muito
sintomatoldgico no que diz respeito a AR. Esta a ser avaliado para iniciar terapéutica

bioldgica.

O doente Y, para além de AR, apresenta insuficiéncia renal cronica. Este doente apresenta
valores de DAS28 elevados, que correspondem a uma atividade moderada e elevada da
doenca. No entanto, do ponto de vista fisico este doente nao apresenta grandes limitacdes. A
persisténcia de valores de DAS28 muito elevado por ser um resultado de valores de VS

elevados, em resposta a insuficiéncia renal cronica.
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Grafico 4. Perfil de evolucao do DAS28 ao longo do tempo nos doentes do grupo de estudo.

Pela analise do grafico 4 podemos observar que, ao contrario do grafico anterior, a
generalidade dos pontos relativos a medicdo do DAS28 se localiza num intervalo de valores
superiores a 3,2 e em contrapartida, a semelhanca do grafico anterior, a evolucao do DAS28

para cada doente apresenta uma grande variabilidade ao longo do tempo.

Na analise deste grupo de estudo, uma vez que este é muito heterogéneo em termos dos
farmacos bioldgicos prescritos, elaboraram-se os graficos com os perfis individuais, graficos
de 5 a 13, de forma a facilitar a analise dos mesmos. Nos graficos seguintes encontram-se
marcados os momentos em que os doentes se encontravam a realizar tratamento com agentes
bioldgicos, o agente usado e os momentos em que houve alteracdo do mesmo. A analise mais

detalhada dos perfis destes doentes foi realizada em paralelo com a tabela 12.
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Grafico 5. Perfil de evolucdo do DAS28 do doente Grafico 6. Perfil de evolucao do DAS28 do doente

B ao longo do tempo. C ao longo do tempo.
Perfil do DAS28 - Doente D Perfil do DAS28 - Doente E
6,0 7,0 -
RTX

50 _\l/ETA 6.0 J/
40 | 5,0 -

b Q401

v 30 v

3 330
2,0 - 20
1,0 4 1,0 -
0,0 0,0

12 3 45 6 7 8 9 10 12 3 45 6 7 8 9 10
Tempo Tempo

Grafico 7. Perfil de evolucao do DAS28 do doente Grafico 8. Perfil de evolucao do DAS28 do doente

D ao longo do tempo. E ao longo do tempo.
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Grafico 9. Perfil de evolucao do DAS28 do doente Grafico 10. Perfil de evolucao do DAS28 do
F ao longo do tempo. doente G ao longo do tempo.
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Grafico 11. Perfil de evolucao do DAS28 do Grafico 12. Perfil de evolucao do DAS28 do
doente H ao longo do tempo. doente | ao longo do tempo.
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Grafico 13. Perfil de evolucao do DAS28 do doente J ao longo do tempo.

Todos os doentes, a excecao do doente E, efetuaram terapéutica com antagonistas do TNF-a
em determinados momentos do seu tratamento. Apesar da variedade de farmacos prescritos,
ADA, GOL e ETA, todos eles tém o mesmo alvo molecular, o TNF-a. Como se pode observar
nos graficos 6, 7, 8, 10, 11, 12, 13 e 14, os perfis individuais mostram uma evolucédo bastante
diferente. O doente | efetuou tratamento com ADA e isto levou a uma diminuicao dos valores
de DAS28, enquanto que o doente D, que fez tratamento com ETA, mostra um perfil de
evolucao da doenca muito inconstante, sendo este interrompido por remissdes parciais e

progressdes rapidas da doenca.

Ambos os doentes D e G efetuaram tratamento com o ETA. No entanto, o perfil destes dois
doentes é completamente distinto, sendo que, aparentemente, no caso do doente G o
farmaco prescrito parece ter controlado a atividade da doenca, ao contrario do doente D.

Este ultimo € um doente com patologias concomitantes, entre elas, psoriase.

Os doentes B, F e | efetuaram tratamento com o ADA. No caso do doente |, o tratamento

conduziu ao controlo da atividade da doenca. No caso dos doentes B e F, o perfil é marcado
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por progressdes e diminuicoes ligeiras da atividade da doenca. Os doentes B e | tém

osteoporose, que pode interferir com o processo inflamatorio.

Os doentes J e H efetuaram terapéutica com o RTX, que tem como alvo molecular o antigénio
CD20 dos linfocitos B. Também neste caso a diferenca nos perfis € notoria, sendo que no caso
do doente J, a introducdo deste farmaco levou a uma diminuicdo do DAS28, ao contrario do
que aconteceu com o doente H. no entanto, ambos os perfis sao marcados por progressoes e

remissoes parciais da atividade da doenca.

Relativamente ao doente E, nao se podem retirar grandes conclusdes, uma vez que o perfil do
DAS28 a partir do momento em que o doente iniciou o farmaco bioldgico, o RTX, é muito

curto.

4.2 Perfil de evolucao da velocidade de sedimentacao

O perfil de evolucao da VS ao longo do tempo para o grupo de controlo e para o grupo de

estudo é apresentado nos grafios 14 e 15, respetivamente.
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Grafico 14. Perfil de evolucao da VS ao longo do tempo nos doentes do grupo de controlo.

Pela analise do grafico 14 podemos observar que a generalidade dos pontos relativos a
quantificacao da VS se localiza num intervalo de valores inferiores a 20 mm, sugerindo a
existéncia de um padrao. Neste padrdo encaixam-se os doentes M, N, O e T. Nos restantes
casos analisados, a evolucdo da VS néo é linear, sendo que os doentes apresentam valores

acima do intervalo de referéncia para este parametro.

O doente L teve um aumento brusco da VS no momento 3, que se manteve ao longo do
tempo. Este doente apresenta baixa atividade da AR e apresenta sintomatologia fisica
estavel. No processo clinico ndo constava qualquer informacao que ajude a justificar o

aumento persistente da VS.
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O doente P, como ja foi referido na analise do grafico 3, € diabético, pelo que a perfil de
evolucao da VS, marcado por valores persistentemente elevados é explicado por este quadro
clinico, uma vez que a diabetes apresenta, a semelhanca da AR, um historial inflamatoério

bem marcado.

O doente R também apresenta valores de VS persistentemente elevados. Este doente
apresenta uma sintomatologia fisica bastante marcada, com lesdes compativeis com a AR,
que levam a elevacao da VS. Além disso, do ponto de vista do DAS28, este doente apresenta
atividade moderada a elevada da doenca, razdo pela qual esta sinalizado para iniciar

terapéutica biologica.

0 doente X, como ja foi referido, € um doente que apresenta uma forte sintomatologia da AR,
pelo que os valores elevados da VS estdo diretamente relacionados com a patologia. Esta a

ser avaliado para iniciar terapéutica bioldgica.
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Grafico 15. Perfil de evolucao da VS ao longo do tempo nos doentes do grupo de estudo.

Pela analise do grafico 15, relativa a evolucdo da VS no grupo de estudo, observa-se que, ao
contrario do perfil do grupo de controlo, a generalidade dos pontos relativos a quantificacao
da VS se localiza num intervalo de valores superiores a 40 mm. Em contrapartida, a

semelhanca do grafico anterior, a evolucdo do VS para cada doente nao € linear.

0 doente J apresenta a maioria dos valores da VS dentro dos valores de referéncia, sendo que
no momento 9, onde houve um aumento significativo da VS, correspondeu a suspensao do
tratamento com o RTX. O doente C apresenta também valores de VS controlados, dentro dos
valores de referéncia. Avaliando estes dois doentes através do DAS28, regista-se que
apresentam atividades da doenca baixas a moderadas, embora este seja bastante instavel no

caso do doente C.

O doente B mantinha até ao momento 6, valores de VS persistentemente elevados, ocasidao na

qual efetuava tratamento com o ADA. Apos introducao de um farmaco bioldgico distinto, o
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TCZ, os valores de VS baixaram significativamente. Além disso, esta alteracdo de terapéutica

conduziu também a uma estabilizacdo da atividade da doenca.

O doente F, apesar de apresentar valores de VS elevados durante o tratamento com o ADA,
apos a substituicdo deste farmaco pelo ETA, os valores de VS aumentaram ainda mais. O
motivo que esteve na origem desta substituicao foi o facto do segundo agente ser menos

imunogénico.

O doente D efetuou tratamento com o ETA e durante todo este periodo manteve valores de
VS elevados. Além disso, o perfil do DAS28 revela que a atividade da doenca nao esta
controlada. Como ja foi referido, este doente tem também psoriase, que afeta também a VS,

devido ao processo inflamatorio observado.

O doente E apresenta valores de VS persistentemente elevados. No entanto, nao se podem
retirar grandes conclusdes no que diz respeito ao impacto do agente biologico RTX nos valores
de VS, uma vez que o perfil a partir do momento em que o doente iniciou esse farmaco é

muito curto.

No caso do doente G, a introducao do agente biologico ETA nado parece ter tido um impacto
benéfico nos valores de VS. No entanto, estes valores persistentemente elevados podem ser
devidos ao facto deste doente ter varias patologias concomitantes, como osteoporose e
insuficiéncia renal cronica. Alids, do ponto de vista do DAS28, este doente apresenta um
perfil de atividade da AR controlado.

Relativamente ao doente H, este efetuava tratamento com o agente biologico ADA e a partir
do momento 4, este farmaco foi substituido pelo RTX. No que diz respeito a VS, observa-se
que, apos esta alteracdo, o perfil de valores da VS aumentou. Observa-se também que
relativamente ao DAS28, a introducao do RTX nao levou a um controlo da atividade da

doenca, sendo que este doente mantém valores de DAS28 bastante elevados.

4.3 Perfil leucocitario

O perfil de evolucdo do nimero de leucocitos ao longo do tempo para o grupo de controlo e

para o grupo de estudo é apresentado nos grafios 16 e 17, respetivamente.

No que diz respeito aos leucocitos, sabe-se que a sua contagem é muito variavel na populacao
e num mesmo individuo, sendo que o intervalo de valores de referéncia é entre 3,04 e 8,54
x10°/pL. Oscilacdes no seu valor dentro do intervalo de referéncia refletem o normal

funcionamento do sistema imunitario.
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Grupo de Controlo: Perfil Leucocitario
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Grafico 16. Perfil de evolucao do nimero de leucécitos ao longo do tempo nos doentes do grupo de
controlo.

Como se pode observar no grafico 16, a generalidade dos doentes apresenta um perfil do
niumero de leucocitos dentro dos valores normais. No entanto, os doentes M, O e W
apresentam valores significativamente elevados, o que é compativel com as caracteristicas
clinicas da AR. O doente W tem osteoporose e a data do aumento do nimero de leucdcitos
sofreu uma fratura ossea, o que explica a leucocitose. O doente O apresenta no seu historial
clinico varios episodios de vomitos, causados pela medicacao prescrita, o que pode ser a
causa da leucocitose. Relativamente ao doente M, nao existe nenhuma referéncia no processo

clinico que ajude a explicar a leucocitose observada.
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Grafico 17. Perfil de evolucdo do nimero de leucécitos ao longo do tempo nos doentes do grupo de
estudo.

Relativamente ao grupo de estudo, pela analise do grafico 17, observa-se que a generalidade
dos doentes apresenta um perfil do nimero de leucocitos dentro dos valores normais. Os
doentes H e | apresentam valores de leucécitos acima dos valores de referéncia. No caso do

doente I, os momentos em que se observou leucocitose, coincidiram com uma cirurgia
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operada e padrao inflamatorio articular. Os momentos de leucocitose observados no doente H
podem ser explicados pela auséncia de controlo da atividade da doente e pela existéncia de

lesoes articulares.

4.4 Perfil eritrocitario

O perfil de evolucao do nimero de eritrécitos ao longo do tempo para o grupo de controlo e

para o grupo de estudo é apresentado nos grafios 18 e 19, respetivamente.

Grupo de Controlo: Perfil Eritrécitario
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Grafico 18. Perfil de evolucao do nimero de eritrocitos ao longo do tempo nos doentes do grupo de

controlo.
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Grafico 19. Perfil de evolucdo do nimero de eritrocitos ao longo do tempo nos doentes do grupo de
estudo.

Uma das consequéncias mais severas da AR é a anemia frequentemente observada nos
doentes. No que diz respeito ao nimero de eritrocitos, como se pode observar nos graficos 18
e 19, os valores oscilam sempre dentro do intervalo de referéncia definido, 3,78-4,99 x10°/pL
eritrocitos.
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Pela analise dos valores de hemoglobina ao longo do tempo para cada doente de ambos os
grupos, registou-se que grande maioria mantem valores dentro dos intervalos de referéncia, o
que traduz, em certa forma, a eficacia do tratamento efetuado. Apenas o doente D do grupo
de estudo revelou valores de hemoglobina abaixo dos valores de referéncia. De salientar que
este doente tem uma alimentacdo deficiente, o que aliado a AR explica os resultados

registados relativamente a quantidade de hemoglobina.

4.5 Perfil plaquetario

0 perfil de evolucao do nimero de plaquetas ao longo do tempo para o grupo de controlo e

para o grupo de estudo é apresentado nos grafios 20 e 21, respetivamente.

Grupo de Controlo: Perfil Plaquetario
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Grafico 20. Perfil de evolucdao do nimero de plaquetas ao longo do tempo nos doentes do grupo de

estudo.
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Grafico 21. Perfil de evolucdo do nimero de plaquetas ao longo do tempo nos doentes do grupo de

estudo.
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Relativamente as plaquetas, o intervalo de referéncia esta definido ente 150 e 361 x10°/pL. A
contagem de plaquetas apresenta uma particularidade interindividual que é o facto de cada
pessoa manter um valor relativamente constante de plaquetas, com pequenas oscilacoes. Os

graficos 20 e 21 sao representativos deste facto.

A generalidade dos doentes de ambos os grupos apresenta valores dentro do intervalo de
referéncia para a contagem de plaquetas. No entanto, o doente W do grupo de controlo e o
doente G do grupo de estudo apresentam determinacdes acima dos valores de referéncia. A
trombocitose observada no perfil do doente G corresponde ao agravamento clinico da doenca.

O doente W apresenta um historial de tromboses.

5. Analise de correlacdes entre parametros

Partindo dos resultados analiticos disponiveis e das determinagdes de DAS28 registadas nos

processos clinicos, testou-se a correlacao alguns dos parametros seroldgicos com este score.

Nesta analise, o nUmero de determinagoes disponiveis da quantificacdo de cada parametro (n)

varia entre os grupos definidos.

5.1 Parametros hematoloégicos

Dentro do grupo de parametros hematologicos tipicamente propostos para a monitorizacao
dos doentes com AR, destaca-se a importancia da VS para avaliar o nivel de inflamacao e

monitorizar a progressao da doenca.

Neste estudo, analisou-se a correlacao entre a VS e o DAS28. Estes resultados sao
apresentados nos graficos 22 e 23, para o grupo de controlo e para o grupo de estudo

respetivamente.
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Gréfico 22. Correlacao entre o DAS28 e VS no Grafico 23. Correlacao entre o DAS28 e VS no

grupo de controlo. grupo de estudo.
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Como se pode observar pelos graficos acima apresentados, existe uma correlacao positiva
entre o DAS28 e a VS, isto é, estes parametros sdo diretamente proporcionais e os
coeficientes de correlacdo (R?) obtidos foram 0,44 e 0,18 no grupo de controlo e no grupo de
estudo, respetivamente.

Nesta analise, devido a existéncia de um nimero de determinacdes analiticas da VS e
respetivos DAS28 razoaveis, definiram-se grupos, de acordo com os critérios de atividade da
AR definidos. Assim, foram definidos quatro grupos, com base nos intervalos de DAS28: DAS28
< 2,6; 2,7 < DAS28 < 3,2; 3,3 < DAS28 < 5,1; DAS28 > 5,2. Como esta abordagem, pretendeu-se
averiguar se existem diferencas estatisticamente significativas em termos da VS entre cada

um destes grupos, para o grupo de controlo e para o grupo de estudo.

Para efetuar a analise comparativa entre estes quatro grupos definidos, recorreu-se ao teste
One-Way-Anova. Para averiguar em que grupos os valores de VS eram estatisticamente
diferentes, recorreu-se a testes de comparacoes multiplas, teste Turkey HSD, Scheffe, LSD e

Bonferroni. O resultado desta analise é apresentado na tabela 12.

Tabela 12. Valores médios de VS e respetivos desvios padrao em cada intervalo de valores do DAS28
para o grupo de controlo e o grupo de estudo.

Grupo de Controlo Grupo de Estudo
Intervalos de DAS28 VS (mm)
n Média + SD n Média + SD
DAS28 < 2,6 36 6,66+6,20 8 6,38+2,56
2,7 < DAS28 <3,2 27 29,22+26,52 10 43,10+24,54
3,3 < DAS28 < 5,1 33 47,42+27,94 36 52,53+32,68
DAS28 > 5,2 4 75,75+24,30 9 52,78+32,72

No grupo de controlo, foram observadas diferencas estatisticamente significativas, ao nivel de
5%, dos valores de VS entre todos grupos de intervalos DAS28, exceto entre os intervalos 3,3 <
DAS28 < 5,1 e DAS28 > 5,2.

No grupo de estudo, observou-se que no intervalo 2,7 < DAS28 < 3,2 nao existem diferencas
estatisticamente significativas dos valores de VS com os restantes intervalos de valores de
DAS28. Foram observadas diferencas estatisticamente significativas, ao nivel de 5%, entre o
grupo DAS28 < 2,6 e os grupos 3,3 < DAS28 < 5,1 e DAS28 > 5,2.

Entre o grupo de controlo e o grupo de estudo nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas nos valores de VS em cada um dos intervalos definidos pelos

valores de DAS28. Os resultados desta analise sao apresentados no grafico 24.
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Grafico 24. Comparacéo dos valores médios de VS e respetivos desvios padrao para cada grupo definido
pelos valores de DAS28 no grupo de controlo e no grupo de estudo.

No contexto desta analise, procedeu-se a uma pesquisa semelhante a efetuada para a VS para
os valores de hemoglobina no grupo de controlo e no grupo de estudo. O resultado desta

analise é apresentado nos graficos 25 e 26.
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Grafico 25. Correlacdo entre o DAS28 e a Grafico 26. Correlacao entre o DAS28 e a

hemoglobina no grupo de controlo. hemoglobina no grupo de estudo.

Como se pode observar pelos graficos acima apresentados, existe uma correlacdo negativa
entre o DAS28 e a hemoglobina, isto €, estes parametros sao inversamente proporcionais e os
coeficientes de correlacdo (R?) obtidos foram 0,16 e 0,06 no grupo de controlo e no grupo de

estudo, respetivamente.

Na analise deste parametro, a semelhanca do anterior, definiram-se grupos de acordo com os
critérios de atividade da AR definidos. Assim, foram definidos quatro grupos, com base nos
intervalos de DAS28: DAS28 < 2,6; 2,7 < DAS28 < 3,2; 3,3 < DAS28 < 5,1; DAS28 > 5,2. Como
esta nova abordagem, pretendeu-se averiguar se existem diferencas estatisticamente
significativas em termos da quantidade de hemoglobina entre cada um destes grupos, dentro

dos grupos de controlo e de estudo.
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Para efetuar a analise comparativa entre estes quatro grupos definidos, recorreu-se ao teste
One-Way-Anova. Para averiguar em que grupos os valores de hemoglobina eram
estatisticamente diferentes, recorreu-se a testes de comparacoes multiplas, teste Turkey

HSD, Scheffe, LSD e Bonferroni. O resultado desta analise é apresentado na tabela 13.

Tabela 13. Valores médios de hemoglobina e respetivos desvios padrao em cada intervalo de valores do
DAS28 para os grupos de controlo e de estudo.

Grupo de Controlo Grupo de Estudo
Intervalos de DAS28 Hemoglobina (g/dL)
n Média + SD n Média + SD
DAS28 < 2,6 27 13,6£1,2 4 13,2+1,6
2,7 < DAS28 <3,2 21 13,2+0,9 3 12,9+0,2
3,3 < DAS28 < 5,1 30 12,7+1,0 22 12,31,2
DAS28 > 5,2 3 12,310,7 6 12,221,1

No grupo de controlo, existem diferencas estatisticamente significativas dos valores de
hemoglobina entre os grupos de DAS28 < 2,6 e 3,3 < DAS28 < 5,1.

No grupo de estudo nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas.

Entre o grupo de controlo e o grupo de estudo nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas nos valores de hemoglobina em cada um dos intervalos

definidos pelos valores de DAS28. Os resultados desta analise sdo apresentados no grafico 27.

Hemoglobina
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Grafico 27. Comparacdo dos valores médios de hemoglobina e respetivos desvios padrdo para cada
grupo definido pelos valores de DAS28 no grupo de controlo e no grupo de estudo.
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5.2 Parametros imunolégicos

No grupo de parametros imunologicos analisou-se a correlacdo entre os anticorpos anti-CCP,
anti-MCV e FR IgA com o DAS28. Uma vez que a disparidade entre os valores maximos e
minimos nestes parametros é grande, optou-se por converter a escala de valores dos

anticorpos em escala logaritmica.

Os graficos 28 e 29 apesentam a correlacao do logaritmo dos valores de anticorpos anti-CCP

em funcao do DAS28 para o grupo de controlo e para o grupo de estudo, respetivamente.
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Grafico 28. Correlacao entre o DAS28 e o
logaritmo dos valores de anticorpos anti-CCP no
grupo de controlo.

Grafico 29. Correlacdao entre o DAS28 e o
logaritmo dos valores de anticorpos anti-CCP no
grupo de estudo.

Como se pode observar pelos graficos acima apresentados e pelos coeficientes de correlacao

(R?) obtidos, 0,16 e 0,18 no grupo de controlo e no grupo de estudo, respetivamente, a

correlacao entre o DAS28 e o logaritmo dos valores de anticorpos anti-CCP é fraca.

Os graficos 30 e 31 apesentam a correlacdo do logaritmo dos valores de anticorpos anti-MCV

em funcao do DAS28 para o grupo de controlo e para o grupo de estudo, respetivamente.
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Gréfico 30. Correlacdo entre o DAS28 e o
logaritmo dos valores de anticorpos anti-MCV no

grupo de controlo.
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Gréfico 31. Correlacdo entre o DAS28 e o

logaritmo dos valores de anticorpos anti-MCV no

grupo de estudo.
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Como se pode observar pelos graficos acima apresentados e pelos coeficientes de correlacao
(R?) obtidos, 0,12 e 0,02 no grupo de controlo e no grupo de estudo, respetivamente, a

correlacdo entre o DAS28 e o logaritmo dos valores de anticorpos anti-MCV nao é clara.

Os graficos 32 e 33 apesentam a correlacdo do logaritmo dos valores de FR IgA em funcéo do

DAS28 para o grupo de controlo e para o grupo de estudo, respetivamente.
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Grafico 32. Correlacdao entre o DAS28 e o Grafico 33. Correlacdo entre o DAS28 e o
logaritmo dos valores de FR IgA no grupo de logaritmo dos valores de FR IgA no grupo de
controlo. estudo.

Como se pode observar pelos graficos acima apresentados e pelos coeficientes de correlacao
(R?) obtidos, 0,06 e 0,02 no grupo de controlo e no grupo de estudo, respetivamente, a

correlacao entre o DAS28 e o logaritmo dos valores de FR IgA nao é clara.

Devido as fracas correlacdes obtidas na analise efetuada com os parametros imunologicos,
como o objetivo de pesquisar uma relacdo de progndstico entre estes parametros e o indice
de atividade da doenca, DAS28, recorreu-se ao calculo de indices a partir das determinacoes
analiticas.

O calculo dos indices foi realizado partindo das relacdes observadas entre os anticorpos,
descritas na literatura. Os anticorpos anti-CCP tém sido associados a progressdo erosiva da
doenca e as manifestacbes extra-articulares, os anticorpos anti-MCV estdo associadas a

progressao erosiva da doenca e o FR IgA as manifestacdes extra-articulares da AR 7.

Assim, calcularam-se as razdes entre anticorpos anti-MCV/ anticorpos anti-CCP e FR IgA/
anticorpos anti-CCP.

Os graficos 34 e 35 mostram a correlacao entre o DAS28 e as razbes entre anticorpos anti-
MCV/ anticorpos anti-CCP e FR IgA/ anticorpos anti-CCP, para o grupo de controlo e para o

grupo de estudo, respetivamente.
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Grafico 34. Correlacao entre o DAS28 e os indices anti-MCV/anti-CCP e FR IgA/anti-CCP no grupo de

controlo.

Como se pode observar pelo grafico 34 e pelos coeficientes de correlacéo (R?) obtidos, 0,01 e
0,05 para os indices anticorpos anti-MCV/ anticorpos anti-CCP e FR IgA/ anticorpos anti-CCP

no grupo de controlo, respetivamente, a correlacdo entre o DAS28 e estes indices nédo é clara.
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Grafico 35. Correlacdo entre o DAS28 e os indices anti-MCV/anti-CCP e FR IgA/anti-CCP no grupo de

estudo.

Como se pode observar pelo grafico 35 e pelos coeficientes de correlacdo (R?) obtidos, 0,09 e
0,07 para os indices anticorpos anti-MCV/ anticorpos anti-CCP e FR IgA/ anticorpos anti-CCP

no grupo de estudo, respetivamente, a correlacdo entre o DAS28 e estes indices nao é clara.
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V. Discussao

A Artrite Reumatoide (AR) é uma doenca inflamatéria cronica sistémica, autoimune, com
etiologia desconhecida e esta associada com incapacidade progressiva, complicacoes

2. A AR apresenta uma

sistémicas, morte prematura e elevados custos socioeconomicos
prevaléncia entre 0,5% e 1% da populacao, com trés vezes mais preponderancia nas mulheres
do que nos homens e desenvolve-se entre os 40 anos e 70 anos. Neste estudo, ambos os
grupos eram maioritariamente constituidos por mulheres. Nao foi possivel registar a idade
média de diagnostico da patologia, pois na maioria dos casos, essa informacao ndao constava

nos processos clinicos.

Na amostra de doentes analisada registou-se que todos os doentes de ambos os grupos se
encontravam a fazer tratamento sintomatico com anti-inflamatorios ndo esteroides (AINEs)
e/ou farmacos antirreumaticos modificadores da evolucdo da doenca (DMARDs) e/ ou
corticosteroides. Este perfil farmacoterapéutico esta de acordo com as normas estabelecidas
pela Liga Europeia Contra o Reumatismo (EULAR) para o tratamento da AR. Estas
recomendacdes evidenciam a importancia da prescricdo de DMARDs logo apos o diagnostico da
AR, numa fase precoce da doenca. Neste sentido, recomenda-se que o metotrexato (MTX)
seja incluido na primeira estratégia terapéutica, com o objetivo de garantir a remissao ou a
diminuicdo da atividade da doenca *°. A prescricio de DMARDs classicos foi observada em
63,6% e 100% dos doentes do grupo de estudo e do grupo de controlo, respetivamente, sendo
que, a auséncia de prescricdo destes farmacos nos restantes doentes se deve a ocorréncia de

eventos adversos, como hepatotoxicidade, ou contraindicacao.

A Sociedade Portuguesa de Reumatologia (SPR) apresentou critérios consensuais para inicio e
manutencao da terapéutica biolégica na AR. Para inicio de terapéutica bioldgica os doentes
com AR devem ter um DAS28 superior a 3,2, apos pelo menos 3 meses de tratamento com MTX
na dose de 20mg/semana, ou, na impossibilidade de tratamento com MTX nesta dose, apds 6
meses de outro DMARD convencional ou associacao terapéutica. Esta previsto também o inicio
de terapéutica bioldgica em doentes que, sob terapéuticas convencionais, apresentem um
DAS28 entre 2,6 e 3,2 e tenham uma degradacéo funcional ou radioldgica significativa '*’. No

presente estudo clinico, ndo foi possivel registar este tipo de informacées.

As recomendacdes da EULAR definem os antagonistas do TNF-q, infliximab (IFX), etanercerpt
(ETA), adalimumab (ADA), certolizumab pegol (CZP) e golimumab (GOL), como os farmacos
biolégicos de primeira linha para o tratamento da AR, em combinacdo com o MTX. Estas
normas estipulam ainda que nos doentes com AR, para os quais este primeiro inibidor do TNF-
a falhou, devem receber farmaco biolégico da mesma classe, ou de classe diferente, como

abatacept (ABT), rituximab (RTX) ou tocilizumabe (TCZ) *°. Neste estudo, estes farmacos
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constituiram a primeira linha de escolha por parte dos clinicos, sendo que, o adalimumab
(ADA) foi o farmaco prescrito na maioria dos casos (54,5%), seguido do etanercept (ETA),
golimumab (GOL) e infliximab (IFX). Registou-se a substituicdo do farmaco biolégico em sete
dos onze doentes (63,6%), sendo que destes, dois doentes mudaram para um agente com o
alvo terapéutico distinto, RTX e TCZ. E ainda importante referir que trés doentes
descontinuaram o agente bioldgico devido a efeitos adversos, e num dos casos, por decisao do
proprio doente. Nao foi possivel verificar em todos os doentes a administracdo de MTX em

associacdo com o farmaco biologico, pela falta de registo clinicos.

O primeiro objetivo delineado para este projeto de investigacao visava a comparacao do
Disease Activity Score (DAS28) e diferentes parametros laboratoriais de doentes com AR, que
realizam tratamento convencional e tratamento com farmacos biologicos, avaliando a
influéncia do tratamento nesses parametros. Torna-se pertinente salientar que o nimero de

doentes analisados é pequeno, pelo que a validade destes resultados é baixa.

Como foi referido na introducdo, a medicdo do DAS28 baseia-se no nimero de articulacoes
afetadas, no valor da velocidade de sedimentacao (VS) ou proteina C reativa (CRP) e no grau
de comprometimento causado pela doenca 7%,

Relativamente ao DAS28, nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas
entre os dois grupos, o que sugere que ambos os tratamentos apresentam uma eficacia
semelhante. De facto, a decisdo médica associada a prescricdo de um farmaco bioldgico
reside, principalmente, na auséncia de resposta clinica satisfatoria aos farmacos
convencionais, particularmente aos DMARDs, e ao agravamento da sintomatologia fisica do

doente.

A analise comparativa dos parametros laboratoriais nos doentes com AR que efetuaram
tratamento convencional e tratamento com agentes biologicos, revelou diferencas

estatisticamente significativas em parametros hematologicos.

No que diz respeito aos globulos brancos, registou-se uma diminuicdo estatisticamente
significativa do valor médio de leucocitos e do valor médio de neutrofilos entre o grupo de
controlo e o grupo de estudo, sendo que os valores sao menores no grupo de doentes com AR
que efetuam terapéutica com farmacos biologicos. Uma das reacdes adversas mais comum
observada com a terapéutica bioldgica é a imunossupressao '®'%. Este fenémeno explica a
diminuicao do valor médio de leucocitos e neutrofilos neste grupo de doentes, uma vez que
estes agentes modulam todo o sistema imunitario, comprometendo a ativacao e proliferacao
de leucocitos. No entanto, os valores médios registados encontram-se dentro dos intervalos

de referéncia definidos para cada parametro.

Na analise da série vermelha, apenas se observou diferenca estatisticamente significativa no

indice hematimétrico volume corpuscular médio (MCV), onde o valor médio foi menor nos
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doentes com prescricao de agentes biologicos, apesar de ambos os valores se encontrarem
dentro dos valores de referéncia definidos. Como foi referido na introducédo, os doentes com
AR exibem quadro clinicos de anemia, na maioria dos casos, do tipo normocitica e
normocrémica, definida como anemia da doenca crénica (ACD) 3*3¢. Sabe-se que as citocinas
pro-inflamatorias fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina (IL)-1 e IL-6 contribuem
para o desenvolvimento da anemia da doenca crénica, como consequéncia da diminuicdo da
resposta a eritropoietina na medula dssea, levando a eritropoiese ineficaz ****. No entanto,
perturbacdes na homeostase do ferro, causadas pelo processo inflamatério, podem originar
uma anemia por deficiéncia de ferro, do tipo microcitica ***. Posto isto, seria de esperar que
os doentes tratados com farmacos biologicos revelassem um aumento da hemoglobina e dos
indices hematimétricos, particularmente do MCV. No entanto, os resultados obtidos
contradizem o que esta descrito na literatura. Esta discordancia pode ser explicada pelo facto
de nem todos os doentes do grupo de estudo efetuarem terapéutica bioldgica com
antagonistas do TNF-a. Além disso, a amostra analisada é pequena e representativa apenas de
uma regido do pais.

Relativamente ao valor médio da VS, apesar de ndo se terem observado diferencas
estatisticamente significativas entre os dois grupos, verifica-se que os valores se encontram
acima dos valores de referéncia em ambos os grupos. A VS é um teste laboratorial que avalia
o grau de agregacdo de eritrocitos por proteinas de fase aguda, tais como o fibrinogénio e
imunoglobulinas 2*. Este parametro tem sido utilizado para avaliar o nivel de inflamacéo e
monitorizar a progressao da doenca. No entanto, a VS é um indicador inflamatorio genérico,
sendo que qualquer condicao que leve a um aumento do fibrinogénio, como por exemplo,
gravidez, diabetes, insuficiéncia renal, doenca cardiaca, doencas vasculares, neoplasias e
doencas crénicas, pode conduzir a um aumento da VS **. De salientar que algumas destas
condicdes, tais como, distUrbios cardiovasculares, constituem manifestacoes extra-articulares
da AR, que resultam da inflamacao sistémica que ocorre nesta patologia °. Assim, o aumento
da VS pode ser devido diretamente ao processo patoldgico da AR, as suas consequéncias

sistémicas ou a patologias concomitantes.

Nos restantes parametros hematologicos nao foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os dois grupos e os valores médios dos parametros encontram-se dentro
dos intervalos de referéncia.

Relativamente aos parametros imunoldgicos, ndo foi possivel analisar os valores de CRP,
imunoglobulinas séricas (IgG, IgA e IgM) e fatores do complemento (C3 e C4) uma vez que os
registos destes parametros imunologicos eram escassos. Nos parametros analisados, fator
reumatoide (FR), FR IgA e IgG, anticorpos anti-péptido ciclico citrulinado (anti-CCP) e
anticorpos anti-vimentina mutada citrulinada (anti-MCV), nao foram registadas diferencas
estatisticamente significativas para nenhum dos parametros analisados entre os dois grupos.

No entanto, é importante referir que a quantificacdo destes parametros nao foi efetuada de
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forma regular e periédica, sendo que para a maior parte dos doentes apenas estavam
disponiveis dois doseamentos nos processos clinicos e temporalmente bastante afastados,

pelo que a validade e fiabilidade destes dados € baixa.

Neste projeto, ndao foi possivel analisar os valores CRP, devido ao reduzido tamanho da
amostra. A CRP é uma proteina de fase aguda produzida pelo figado em reposta a uma
variedade de estimulos inflamatorios agudos e cronicos, incluindo infecoes, queimaduras,
traumatismos e outras condicdes inflamatorias. Nestas condicdes, as suas concentracoes
plasmaticas podem aumentar 100 vezes ou mais e apresenta um tempo de meia-vida curto,

cerca de 5-7 horas 2%

. A utilidade deste parametro na monitorizacdo da AR tem sido
questionada, uma vez que para além de ser um marcador inflamatoério inespecifico, um
aumento da sua concentracdo em resposta a um estimulo é rapidamente reposto para os
valores normais, sendo que apenas apresenta valor clinico se a sua quantificacdo for efetuada

num intervalo de tempo muito préximo ao foco artritico .

Uma caracteristica da AR importante de salientar é a grande variabilidade interindividual
observada nos doentes com esta patologia, quer do ponto de vista da evolucao da mesma,
como da resposta ao tratamento. Os sintomas na AR podem se desenvolver num curto espaco
de tempo ou evoluir ao longo de muitas semanas ou meses e a progressao da doenca pode ser
muito rapida ou pontuada por remissoes parciais ou completas de intervalos variaveis e
imprevisiveis ',

De acordo com o que esta descrito na literatura relativamente ao tratamento, a maioria dos
grupos de doentes mostram uma grande variabilidade interindividual na resposta ao farmaco
e na toxicidade. Esta variacdo pode ser devida a fatores genéticos, fisiologicos,

fisiopatologicos, ou ambientais 22.

0 acompanhamento e tratamento de doentes com AR é extremamente dificil. Os médicos e
clinicos em geral enfrentam varios problemas, incluindo a falta de caracteristicas clinicas e
exames laboratoriais que permitam avaliar e prever com confianca a gravidade da doenca ou
fendtipo (por exemplo, manifestacdoes extra-articulares). Além disso, a reducao da
sintomatologia fisica pode nado alterar a evolucdo da doenca, tal como erosdes 6sseas € a

deformacao da articulacao 2*2.

Posto isto, de modo a demonstrar a variabilidade interindividual existente, procedeu-se a
analise dos perfis de evolucdo do DAS28, da VS, contagem de leucocitos, eritrocitos e
plaquetas ao longo do tempo, para cada doente de ambos os grupos, que sao representativos

da variabilidade interindividual descrita na literatura para os doentes com AR.

A anadlise do perfil de evolucdo do DAS28 dos doentes e o estudo detalhado de casos
particulares permitiram observar a variabilidade interindividual em resposta a uma
abordagem terapéutica semelhante e que um aumento deste score reflete nao s6 a atividade

global da AR, mas também a existéncia de patologias concomitantes, que afetam a VS. Além
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disso, os quadros clinicos depressivos, frequentemente observados nestes doentes, tém um

impacto negativo na sintomatologia da doenca e afetam, por isso, a medicao do DAS28.

Além disso, a evolucao do DAS28 para cada doente apresenta variabilidade, isto €, pode ser

muitas vezes marcada por progressoes rapidas ou por remissdes parciais da atividade da AR.

Apesar do DAS28 constituir a ferramenta mais objetiva disponivel para a avaliacdo da
evolucao da AR e monitorizacao do tratamento, apresenta grandes limitacdes, uma vez que
depende de parametros cuja avaliacdo é subjetiva e que podem facilmente ser influenciados
por diferentes fatores. De realcar a avaliacao feita pelo doente e a propria contagem das
articulagbes afetadas e sensiveis que podem facilmente ser influenciadas pela componente
psicoldgica do doente. Como se sabe, esta patologia € extremamente debilitante do ponto de
vista fisico e acarreta grandes limitagdes nas atividades do quotidiano dos seus portadores.
Estes fatores geram complicacdes psicologicas graves nestes doentes. De facto, os doentes
com AR frequentemente exibem quadros clinicos de depressdes profundas, o que influencia
de forma negativa a sintomatologia fisica inerente a AR e a sensibilidade & dor »***, Este é
um dos principais fatores que tornam a avaliacao clinica dos doentes com AR extremamente
complexa e dificil, constituindo um dos principais obstaculos com que os médicos se deparam

na avaliacao destes doentes.

Relativamente aos perfis de evolucao da VS, registou-se que, de uma forma geral, os doentes
do grupo de estudo apresentam valores mais elevados do que os doentes do grupo controlo.
Como ja foi referido, este parametro tem sido utilizado para avaliar o nivel de inflamacao e
monitorizar a progressao da doenca, apesar de ser um indicador inflamatdrio inespecifico. O
que se observou na analise dos perfis é que os valores de VS nem sempre refletem
diretamente a atividade da AR. Como ja foi discutido, patologias concomitantes com um

padréao clinico inflamatorio podem levar ao aumento da VS.

Os perfis de evolucdo do nimero de leucdcitos, eritrocitos e plaquetas revelaram um padrao,
dentro dos intervalos de referéncia para cada parametro, bem definido para a maioria dos
doentes avaliados neste estudo. Nao foram observadas diferencas notorias neste sentido entre

os dois grupos analisados.

No entanto, pela analise prévia dos valores médios de leucocitos, registou-se uma diminuicao
estatisticamente significativa do valor médio de leucdcitos entre o grupo de controlo e o
grupo de estudo, sendo que os valores sao menores no grupo de doentes com AR que efetuam
terapéutica com farmacos biologicos. Como ja foi discutido, esta alteracdo pode estar

associada a imunossupressao, que € um dos efeitos adversos da terapéutica biologica.

Como ja foi referido, o DAS28 constitui a ferramenta mais objetiva disponivel para a avaliacao
da evolucdo da AR e monitorizacao do tratamento. Assim, partindo dos resultados analiticos e

respetivas medicoes do DAS28 disponiveis, tentou-se correlacionar os parametros
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hematoldgicos, VS e hemoglobina e os parametros imunolégicos, anticorpos anti-CCP, anti-
MCV e FR IgA.

Em relacao a correlacdo do DAS28 com a VS observou-se que existe uma correlacao positiva,
isto €, estes parametros sdo diretamente proporcionais e os coeficientes de correlacio (R?)
obtidos foram 0,44 e 0,18 no grupo de controlo e no grupo de estudo, respetivamente. No
entanto, como ja foi referido, todos os fatores que afetam diretamente a VS, vao afetar o
calculo do DAS28, uma vez que este € um dos parametros que entra na formula de calculo

deste score.

Na analise subsequentemente realizada, foram definidos quatro grupos, com base nos
intervalos de DAS28: DAS28 < 2,6; 2,7 < DAS28 < 3,2; 3,3 < DAS28 < 5,1; DAS28 > 5,2, que
correspondem respetivamente, a remissdo da doenca, baixa atividade, atividade moderada e
elevada atividade da patologia. De uma forma geral observou-se que quanto maior a atividade
da doenca, maiores os valores de VS. Entre o grupo de controlo e o grupo de estudo nao
foram observadas diferencas estatisticamente significativas nos valores de VS em cada um dos

intervalos definidos pelos valores de DAS28.

A nivel estatistico, foram observadas diferencas significativas dos valores de VS entre grupos
de intervalos DAS28 no grupo de controlo e no grupo de estudo. A auséncia de diferencas
estatisticamente significativas entre alguns grupos pode ser devida a reduzida amostra
disponivel nos mesmos. Isto €, era espectavel a obtencao de diferencas estatisticamente
significativas entre todos os grupos de valores de DAS28 para cada um dos grupos, pois quanto

maior a atividade da doenca, maiores os valores médios de VS.

Na bibliografia consultada nao foram encontradas abordagens semelhantes. No entanto, como
ja foi referido, a VS € a Unica medida laboratorial incluida na medicao do DAS28 e tem sido
utilizada para avaliar o nivel de inflamac&o e monitorizar a progressao da doenca, pelo que
um aumento neste parametro conduz a um aumento do score de atividade da doenca. Com
esta analise demonstrou-se a associacdo entre o DAS28 e a VS e é importante salientar a
interdependéncia que estes parametros exibem. Por um lado, a determinacao da VS por si so,
apresenta fraca capacidade de monitorizacdo da AR, pois é um marcador inflamatorio
inespecifico e, por outro lado, se este parametro nao estivesse incluido na medicao do DAS28,

este resultaria apenas de medicées cuja subjetividade é evidente.

Uma vez que se tem demonstrado uma associacao entre o grau de anemia € um maior grau de
atividade da AR **, procedeu-se a uma analise semelhante & anterior para os valores de
hemoglobina. Nesta analise registou-se que existe uma correlacao negativa entre o DAS28 e a
hemoglobina, isto é, estes parametros sdo inversamente proporcionais e os coeficientes de
correlacdo (R?) obtidos foram 0,16 e 0,06 no grupo de controlo e no grupo de estudo,

respetivamente.
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Na analise deste parametro, a semelhanca do anterior, definiram-se grupos dentro do grupo
de controlo e do grupo de estudo, de acordo com os critérios de atividade da AR definidos.
Assim, foram definidos quatro grupos correspondentes a remissao da doenca, baixa atividade,
atividade moderada e elevada atividade da patologia. De uma forma geral observou-se que
quanto maior a atividade da doenca, menores os valores de hemoglobina, sendo que ambos os
grupos de controlo e de estudo apresentam valores de hemoglobina semelhantes entre os

varios intervalos de valores de DAS28.

A nivel estatistico, observou-se que existem diferencas estatisticamente significativas dos
valores de hemoglobina entre os grupos de DAS28. Nesta perspetiva, este estudo apresentou
algumas limitacoes em termos do numero de quantificagbes de hemoglobina e respetivos
DAS28 disponiveis. No entanto, os resultados observados sugerem que um estudo mais
alargado pode revelar resultados estatisticamente significativos, apesar dos valores médios de

hemoglobina obtidos para cada grupo se encontrarem dentro dos valores de referéncia.

Na bibliografia consultada, nao foram encontradas abordagens semelhantes, nomeadamente
no que diz respeito a avaliacao dos niveis de hemoglobina em doentes com AR. No entanto,
como foi previamente referido, tem-se demonstrado uma associacao entre o grau de anemia

e um maior grau de atividade da AR **.

Relativamente a analise dos parametros imunologicos, FR, FR IgA e IgM, anticorpos anti-CCP,
e anti-MCV, é evidente a disparidade entre os valores maximos e minimos. No entanto, todos
os doentes apresentam positividade para o FR e/ou para os anticorpos anti-CCP, que sao duas

importantes ferramentas para o diagnostico da AR.

Apesar do escasso nimero de determinacdes analiticas disponiveis, as correlagbes fracas
observadas nestas analises (< 0,20), sugerem que estes parametros ndo apresentam

capacidade de prognostico da doenca e monitorizacao da terapéutica.

De facto, de acordo com a bibliografia consultada, apesar de alguns autores referirem que o
FR IgA e os anticorpos anti-MCV apresentam uma relacdo com a atividade da doenca e que o
FR IgA e IgM e os anticorpos anti-CCP estdo associados com manifestacdes extra-articulares *,
a generalidade dos autores e respetivos estudos referem que estes parametros apenas tém
validade para o diagndstico da AR e para a previsao da progressao erosiva da doenca %%, A
capacidade de prognostico e de monitorizacdo da terapéutica através destes parametros

ainda nao foi demonstrada.
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VI. Conclusoes

A Artrite Reumatoide (AR) € uma doenca inflamatdria cronica sistémica, autoimune, com
etiologia desconhecida e estd associada com incapacidade progressiva, complicacoes
sistémicas, morte prematura e elevados custos socioeconomicos. Os farmacos bioldgicos
emergiram como uma solucdo promissora para diminuir os sintomas clinicos dos doentes com
esta patologia e melhorar a sua qualidade de vida. No entanto, este tipo de terapéutica
implica elevados custos e esta associada ao aparecimento de efeitos adversos significativos e

em muito casos revela-se ineficaz.

O Disease Activity Score (DAS28), apesar de ser a ferramenta clinica amplamente utilizada
para a avaliacao clinica do doente e para a monitorizacao da terapéutica utilizada, apresenta
graves limitacGes e a sua utilidade tém sido, por isso, muito questionada. A medicdao do DAS28
baseia-se no nimero de articulacdes afetadas e no grau de comprometimento causado pela
doenca, que sdo parametros cuja avaliacao € subjetiva e pode ser fortemente afetada por
outros fatores. Na medicao deste score entra também a quantificacdo do valor da velocidade
de sedimentacdo (VS) ou proteina C reativa (CRP), que sdao os Unicos parametros de
quantificacdo laboratorial. No entanto, devido a sua baixa especificidade para a AR, também

estes limitam a forma como a avaliacao dos doentes € realizada.

A analise dos perfis de evolucdo do DAS28 e da VS ao longo do tempo permitiram demonstrar
que a variabilidade interindividual nos doentes com AR é elevada, quer do ponto de vista da
evolucao da patologia, como da resposta a um mesmo tratamento, o que pressupde a pratica
de uma “medicina personalizada”, adaptavel a cada doente. Os estudos farmacogenéticos
visam identificar fatores genéticos, seroldgicos e clinicos que permitam definir o perfil
individual de um doente para possibilitar delinear o tratamento mais apropriado e podem vir

a melhorar muito a pratica clinica nesta patologia.

Na analise da correlacao entre parametros, é evidente a associacdo entre o DAS28 e a VS. No
entanto, estes parametros exibem uma interdependéncia elevada, pelas limitacbes que
apresentam. Relativamente a correlacdo entre o DAS28 e os valores de hemoglobina, a

associacdo nao é clara, sendo que sao, por isso, necessarios estudos adicionais.

Relativamente aos parametros imunologicos e a sua correlacdo com o DAS28, os resultados
sugerem que estes parametros ndo apresentam capacidade de progndstico da doenca e
monitorizacdo da terapéutica. Estes parametros apenas tém validade para o diagnodstico da

AR e para a previsao da progressao erosiva da doenca.

No presente projeto de investigacdo concluiu-se que a terapéutica convencional e a

terapéutica bioldgica apresentam uma eficacia semelhante, nomeadamente no que diz
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respeito a avaliacdo do DAS28 e também a generalidade dos parametros laboratoriais
analisados. No entanto, no que diz respeito a sintomatologia fisica da AR, o tratamento com

farmacos biologicos conduz a melhorias significativas, com um aumento global da qualidade

de vida dos doentes.
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VII. Perspetivas Futuras

A avaliacdo dos doentes com Artrite Reumatoide (AR) é muito complexa, quer do ponto de
vista do diagndstico e prognodstico, como da monitorizacdo da terapéutica aplicada, devido a

auséncia de um gold standard ou de parametros laboratoriais clinicos para definir a patologia.

Existe, por isso, uma necessidade crescente de encontrar um biomarcador que apresente, nao
sO, capacidade de prognodstico e de previsao de evolucdo da doenca, mas que permita
também monitorizar de uma forma eficaz o tratamento, nomeadamente com farmacos
bioldgicos, pois estdao associados a elevados custos e efeitos adversos significativos. Na
monitorizacdo do tratamento salienta-se a importancia de prever a falha deste, a necessidade

de optar por uma abordagem terapéutica diferente e de avaliar sua eficacia clinica.

Neste sentido, novos parametros laboratoriais tém sido investigados, nomeadamente a
quantificacdo dos niveis séricos de farmaco e de anticorpos antifarmaco, a avaliacdo dos

niveis de metaloproteinases, entre outros.

Deste modo, torna-se pertinente a realizacdo de ensaios clinicos para avaliar se estes
parametros apresentam valor preditivo para monitorizar a terapéutica e a evolucdo da AR e

avaliar as vantagens e desvantagens de os introduzir na rotina laboratorial.
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